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An der Transkription in den Plastiden höherer Pflanzen sind neben der plastidärkodierten, 
eubakterienähnlichen RNA-Polymerase PEP auch die kernkodierten RNA-Polymerasen vom 
T3/T7-Phagentyp RpoTp und RpoTmp, die gemeinsam die sogenannte NEP-Aktivität 
repräsentieren, beteiligt.  
Da für NEP bislang keine Transkriptionsfaktoren identifiziert wurden, wurden in dieser 
Arbeit die entsprechenden Enzyme aus Arabidopsis thaliana und Nicotiana tabacum mit 
verschiedenen, N-terminalen Epitopen (6xHis bzw. GST) heterolog in E. coli exprimiert, 
affinitätsgereinigt und für pulldown assays zur Identifikation interagierender Proteine 
eingesetzt. Des Weiteren wurden Epitop-markierte RpoTp aus Tabak und Arabidopsis-RpoTp 
und -Tmp in vivo überexprimiert und zur Co-Immunopräzipitation mit Epitop-spezifischen 
Antikörpern verwendet. In diesen Studien wurden als potentielle Interaktionspartner von 
RpoTp Ycf1 und Ycf2 gefunden. Deren mögliche Rolle im Zusammenhang mit RpoTp wird 
diskutiert.  
Des Weiteren konnte mit den 3xFLAG-RpoTp- bzw. RpoTmp-exprimierenden Arabidopsis-
Mutanten gezeigt werden, dass beide Phagentyp-RNA-Polymerasen teilweise 
membranassoziiert sind und diese Assoziation mit den Thylakoiden im Zuge der Entwicklung 
zunimmt. Außerdem wurde mit einem FLAG-spezifischen  Antikörper die duale Lokalisation 
der Arabidopsis RpoTmp in den Chloroplasten und Mitochondrien nachgewiesen.  
Darüber hinaus wurden Effekte der Überexpression der Arabidopsis-Enzyme auf den 
Phänotyp, RNA- und Protein-Level untersucht. Mittels RIP-Chip wurden mit RpoTp 
assoziierte RNAs analysiert und mögliche, bisher unbekannte NEP-Transkripte gefunden. 
Zudem wird die Sensitivität von 3xFLAG-RpoTp-exprimierenden Pflanzen gegenüber 
Kältestress diskutiert.  
Die meisten plastidären Haushaltsgene besitzen sowohl PEP- als auch NEP-Promotoren. Das 
Modell einer rein sequentiellen Arbeitsteilung der beiden Polymerase-Aktivitäten musste 
bereits in der Vergangenheit erweitert werden, da NEP und PEP während der gesamten 
Blattentwicklung aktiv sind. Anhand transplastomischer Tabakpflanzen, in denen die NEP-
Promotoren von accD und rpoB gegen einen PEP-Promotor ausgetauscht bzw. die NEP-
Promotoren von accD und rrn16 durch Mutagenese ausgeschaltet wurden, sollte die 
Arbeitsteilung von NEP und PEP in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium beleuchtet 
werden. Dabei wurde gezeigt, dass die Transkription von accD durch PEP zu einer leichten 
Überexpression und auch zur Aktivierung einer alternativen TSS TaccD-557 führte. Für rpoB 
dagegen resultierte die Transkription durch PEP statt NEP in einer verzögerten Entwicklung 
und verringerten Transkriptmengen, sowie der Aktivierung eines potentiellen neuen 
Promotors TrpoB-608. Das Ausschalten des accD-Promotors resultierte in Pflanzen mit einer 
leicht verzögerten Entwicklung sowie wildtypischen Transkript- und Proteinmengen. Die 
Herkunft dieser Transkripte wird einerseits durch die Aktivierung zweier bisher unbekannter 
TSSs erklärt, und andererseits durch die Identifikation eines alternativen Promotors PaccD-
158, welcher auch im Wildtyp genutzt wird. Der Verlust des NEP-Promotors für rrn16 zeigte 
kaum Effekte. Es wird diskutiert, inwiefern die Rolle und Arbeitsteilung von NEP und PEP 
individuell für einzelne Gene in Abhängigkeit von ihrer jeweiligen Funktion betrachtet 
werden muss. Zudem deuten die gezeigten Daten darauf hin, dass der transkribierende 
Polymerasetyp keinen Einfluss auf die Prozessierung des 5´-Endes der primären Transkripte 
hat, sondern vermutlich eher unterschiedliche Transkriptstabilitäten die Effekte auf RNA- und 









The transcription in plastids of higher plants is accomplished by the plastid encoded, 
eubacterial-type RNA polymerase PEP and also by the nuclear encoded, T3/T7-phagetype 
RNA polymerases RpoTp and RpoTmp, which together represent the so-called NEP activity. 
As the identification of transcription factors for NEP failed so far, in this work the 
corresponding enzymes from Arabidopsis thaliana and Nicotiana tabacum containing 
different, N-terminally fused epitope tags (6xHis and GST) were heterologously expressed in 
E. coli, affinity-purified and used for pulldown assays to identify interacting proteins. 
Furthermore epitope-tagged RpoTp from tobacco and RpoTp and -Tmp from Arabidopsis 
were overexpressed in vivo and applied for co-immunoprecipitation with epitope-specific 
antibodies. In these studies Ycf1 and Ycf2 were found as potential interaction partners of 
RpoTp. Their possible role in connection with RpoTp is discussed.   
In addition, the 3xFLAG-RpoTp- and -RpoTmp-expressing Arabidopsis mutants were used to 
show, that both phagetype RNA polymerases are partly associated with the thylakoid 
membrane and that this binding increases during development. Further, immunoblot assays 
with a FLAG-specific antibody confirmed the dual localization of the Arabidopsis RpoTmp in 
chloroplasts as well as in mitochondria.  
Moreover, the effects of overexpression of the Arabidopsis enzymes on the phenotype, RNA 
and protein levels were investigated. Via RIP-Chip analyses RNAs associated with RpoTp 
were analysed and potential new NEP transcripts were found. Besides, the sensibility of 
3xFLAG-RpoTp-expressing plants towards cold stress is discussed. 
Most plastidial housekeeping genes posses PEP as well as NEP promoters. The model of a 
sequential division of labor between both polymerase activities had to be extended in the past, 
since NEP and PEP are active during the whole leaf development. The division of labor 
between NEP and PEP according to the developmental stage was studied on the basis of 
transplastomic tobacco plants, in which the NEP promoters of accD and rpoB have been 
exchanged with a PEP promoter or the NEP promoters of accD and rrrn16 have been 
knocked out by mutagenesis. It was shown, that transcription of accD by PEP lead to a slight 
overexpression and also to activation of an alternative TSS TaccD-557. However, 
transcription of rpoB by PEP instead of NEP resulted in delayed development and decreased 
transcript levels, as well as in activation of a potential new promoter, TrpoB-608. Knock out 
of the accD promoter resulted in plants with a slightly delayed development as well as 
transcript and protein levels resembling those of the wildtype. The origin of these transcripts 
is on the one hand explained by activation of two new TSSs, and on the other hand by 
identification of an alternative promoter PaccD-158, that is also used in the wildtype. Loss of 
the rrn16 NEP promoter did not exhibit strong effects. It is discussed, how the roles and the 
division of labor of NEP and PEP should be considered individually for each gene according 
to its function. Furthermore the shown data suggests, that the transcribing polymerase type 
has no influence on processing of the 5´end of transcripts, but maybe different transcript 
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psbD   Gen für das D2-Protein des PS II 
psbE   Gen für das Protein V des PS II 
rbcL   Gen für die große Untereinheit der RuBisCO 
rpoA   Gen für die α-Untereinheit der RNA-Polymerase 
rpoB   Gen für die β-Untereinheit der RNA-Polymerase 
rpoC1   Gen für die β´-Untereinheit der RNA-Polymerase 
rpoC2   Gen für die β´´-Untereinheit der RNA-Polymerase 
RpoTm bzw.  
RpoT;1  Gen für die mitochondriale Phagentyp-RNA-Polymerase RpoTm 
RpoTmp bzw.  
RpoT;2  Gen für die mitochondriale und plastidäre RpoT RpoTmp 
RpoTp bzw.  
RpoT;3 Gen für die plastidäre Phagentyp-RNA-Polymerase RpoTp  
RPO41 Gen für die mitochondriale RNA-Polymerase in S. cerevisiae 
rrn16   Gen für die ribosomale RNA 16S 
rrn18   Gen für die ribosomale RNA 18S 
trnC   Gen für die tRNA
Cys
 
trnE   Gen für die tRNA
Glu
 
trnG  Gen für die tRNA
Gly 
trnH   Gen für die tRNA
His
 
trnR   Gen für die tRNA
Arg
 
trnS   Gen für die tRNA
Ser
 
trnT   Gen für die tRNA
Thr
 
trnV   Gen für die tRNA
Val
 
UBQ   Gen für das Protein Ubiquitin 






























1.1 Chloroplasten und Mitochondrien: Organellen der Pflanzenzelle 
Chloroplasten und Mitochondrien sind Organellen der Zellen höherer Pflanzen und erfüllen 
im Metabolismus der Pflanzenzelle spezielle Funktionen. Mitochondrien sind die Orte der 
zellulären Atmung, in deren Zuge durch die Kopplung enzymatischer Reaktionen mit 
Elektronentransport und oxidativer Phosphorylierung ATP erzeugt wird (Saraste, 1999). In 
den Chloroplasten findet neben Reaktionen des Aminosäure- und Lipidstoffwechsels, der 
Assimilation von Nitrat und Sulfat, und der Biosynthese einer Vielzahl von Substanzen wie 
Vitaminen, Pflanzenhormonen und Tetrapyrrolen als wesentlicher Prozess die Photosynthese 
statt (Lopez-Juez und Pyke, 2005). Dabei werden unter Nutzung von Sonnenenergie und 
Kohlendioxid organische Kohlenwasserstoffe produziert und Sauerstoff freigesetzt.  
Beide Organellen stammen ursprünglich von frei lebenden Bakterien ab. Die Vorläufer der 
Mitochondrien waren Purpurbakterien (α-Proteobakterien; Yang et al., 1985; Gray et al., 
1999), die der Plastiden Cyanobakterien (Delwiche et al., 1995). Diese Cyanobakterien 
wurden durch Endosymbiose in eine frühe, eukaryotische Wirtszelle aufgenommen, die 
bereits einen mitochondrialen Vorläufer enthielt (Gray, 1992; McFadden, 2001; Dyall et al., 
2004). Im Zuge der Evolution wurde ein Großteil der zu den Genomen der Endosymbionten 
gehörenden Gene in den Zellkern des Wirts transferiert. Andere Gene wurden substituiert 
oder vollständig verloren, sodass das Plastidengenom (Plastom) und das Mitochondriengenom 
(Chondrom) drastisch reduziert wurden und auf genetischer Ebene eine Abhängigkeit der 
Organellen vom Zellkern resultierte (Martin und Herrmann, 1998; Gray et al., 1999; Gray, 
1999; Timmis et al., 2004). Dieser Transfer organellärer Gene in den Nukleus ist in Pflanzen 
ein fortschreitender Prozess (Timmis et al., 2004; Leister, 2005). Das Plastom kodiert nur 
noch 10-20 % der plastidären Proteine, welche hauptsächlich in der Photosynthese und 
Genexpression fungieren (Martin, 2003). Demgegenüber befinden sich in den Plastiden 
höherer Pflanzen 1000-5000 Genprodukte, die im Kern kodiert und transkribiert, im 
Cytoplasma synthetisiert und mittels N-terminaler Transitsequenzen in die Chloroplasten 
transportiert werden (Martin und Herrmann, 1998; Abdallah et al., 2000; Martin et al., 2002; 
Herrmann, 2003; Richly und Leister, 2004). Viele plastidäre Protein-Komplexe setzen sich 
sogar aus chloroplastenkodierten und kernkodierten Komponenten zusammen, wie 





1.2 Transkription in Chloroplasten 
1.2.1 Das Chloroplastengenom 
Plastidäre Genome in Landpflanzen sind hochkonserviert. Dies betrifft sowohl die Sequenzen 
als auch die Struktur (Wakasugi et al., 2001). Für einige Pflanzen sind bereits vollständige 
Plastomsequenzen veröffentlicht (Übersicht in Jansen et al., 2005; Cui et al., 2006:  
http://chloroplast.cbio.psu.edu), darunter auch für die in dieser Arbeit verwendeten 
Modellpflanzen Arabidopsis thaliana (Sato et al., 1999) und Nicotiana tabacum (Shinozaki et 
al., 1986). Die zumeist ringförmigen, plastidären Chromosomen haben typischerweise eine 
Größe von 120-160 Kilobasen (kb) und enthalten ca. 60-200 Gene, die im Wesentlichen für 
Komponenten der Photosynthese (z.B. für PS I und II, ATP-Synthase) und der Genexpression 
(z.B. für tRNAS, rRNAs, PEP-Untereinheiten) kodieren (Maier und Schmitz-Linneweber, 
2004). Zudem wurden kürzlich Gene für weitere nichtkodierende RNAs mit bisher 
unbekannter Funktion gefunden (Zhelyazkova et al., 2012b). Die Plastome der meisten bisher 
untersuchten Pflanzen liegen je nach Plastidentyp mit 5-10000 Kopien pro Zelle vor (Palmer, 
1991; Sugiura, 1995). Neben der doppelsträngigen, zirkulären Variante sind mittlerweile auch 
komplex-verzweigte sowie multimere, lineare Plastomstrukturen bekannt (Bendich, 2004; 
Oldenburg und Bendich, 2004). Des Weiteren ist die cpDNA in Protein-DNA-Komplexen 
(Nukleoiden; Übersicht in Sato et al., 2003) organisiert. Den Plastomen der  meisten 
photosynthetischen Eukaryoten sind zwei invertierte Sequenzwiederholungsbereiche (inverted 
repeats, IRs) gemein, die einen kleinen Einzelkopiebereich (small single copy region, SSC) 
von einem großen Einzelkopiebereich (large single copy region, LSC) trennen und Gene für 
ribosomale RNAs sowie meist für weitere plastidäre RNAs und Proteine tragen. Plastidäre 
Gene sind oft als polycistronische Einheiten mit unterschiedlicher Orientierung organisiert 
(Übersicht in Sugita und Sugiura, 1996). Die durch Transkription resultierende Vorläufer-
RNA wird posttranskriptionell prozessiert in mono- und oligocistronische RNAs (Barkan, 
2004; Sugita und Sugiura, 1996). Auch nicht-kodierende Intron-Bereiche, die durch Spleißen 
aus der plastidären RNA entfernt werden, sind bekannt (Schmitz-Linneweber und Barkan, 
2007). Neben den bereits identifizierten Genen existieren zudem sog. offene Leserahmen 
(open reading frame, ORF, bzw. moderner auch hypothetical chloroplast reading frame, ycf), 
deren Genprodukten bisher noch keine eindeutige Funktion zugeordnet werden konnte 






1.2.2 Organelläre RNA-Polymerasen 
Da Chloroplasten von Prokaryoten abstammen, ist auch ihre Transkriptionsmaschinerie der 
von Eubakterien ähnlich. Neben einer plastidär kodierten RNA-Polymerase (RNAP) vom 
Eubakterientyp (plastid encoded plastid RNA-polymerase, PEP) besitzen Plastiden jedoch 
noch zwei weitere RNAPs vom T3/T7-Phagentyp, welche im Nukleus kodiert werden 
(nuclear encoded plastid RNA-polymerase, NEP; Übersichten in Liere und Maliga, 2001; 
Liere und Börner, 2007; Liere et al., 2011). In den Mitochondrien wird die Transkription 
ebenfalls von mindestens einer kernkodierten Phagentyp-Polymerase bewerkstelligt, welche 
die ursprüngliche, prokaryotische RNAP des Endosymbionten ersetzt hat (Tracy und Stern, 
1995; Hess und Börner, 1999). Eine Besonderheit der RNAPs der T3-, T7- und SP6-
Bakeriophagen besteht darin, dass sie aus einem einzelnen Polypeptid bestehen (s. Abb. 2). 
Außerdem ist die gut charakterisierte Polymerase des T7-Phagen ohne assoziierte 
Hilfsfaktoren in der Lage, Promotoren spezifisch zu erkennen sowie die Elongation und 
Termination der Transkripte zu katalysieren (Cheetham und Steitz, 2000).  
 
1.2.2.1  Plastidenkodierte plastidäre RNA-Polymerase (PEP) 
Die intensiv untersuchte RNA-Polymerase in Escherichia coli (E. coli) besteht aus einem 
core-Enzym mit den Untereinheiten 2αββ´, welches die katalytische Aktivität besitzt und zur 
spezifischen Promotorerkennung und Transkriptionsinitiation unterschiedliche σ-Faktoren 
benötigt (Ishihama, 2000). In allen bisher untersuchten nicht-parasitären Pflanzen und Algen 
kodieren die plastidären Gene rpoA, rpoB, rpoC1 und rpoC2 die RNA-Polymerase-
Untereinheiten α, β, β´, und β´´, welche homologe Proteine der Untereinheiten (UE) der 
eubakteriellen RNAP darstellen (Liere und Börner, 2007). Die Gene  rpoB, rpoC1 und rpoC2 
bilden wie in Cyanobakterien ein Operon (Shinozaki et al., 1986; Hudson et al., 1988; Little 
und Hallick, 1988; Hu et al., 1991; Kaneko et al., 1996), während rpoA gemeinsam mit 
Genen für ribosomale Proteine transkribiert wird (Purton und Gray, 1989). Das katalytisch 
aktive Enzym setzt sich aus zwei α-Untereinheiten sowie den UEs β, β´, und β´´ zusammen (s. 
Abb. 2) und wird ähnlich der eubakteriellen RNAP durch kernkodierte σ-Faktoren ergänzt (s. 
Kap. 1.2.4.1). PEP kann sowohl als lösliche Fraktion aus Chloroplastenlysaten isoliert werden 
(Hu und Bogorad, 1990; Hu et al., 1991), als auch in unlöslicher, DNA-assoziierter Form 
zusammen mit weiteren Proteinen als sogenanntes transkriptionsaktives Chromosom 
(transcriptionally active chromosome, TAC; Briat et al., 1979; Little und Hallick, 1988; Suck 
et al., 1996; Pfalz et al., 2006). Lösliche PEP aus Etioplasten enthält vor allem die 
Kernuntereinheiten, während in PEP-Präparationen aus reifen Chloroplasten zusätzliche 
Proteine assoziiert sind, die eine Rolle bei der Transkription und Transkriptionsregulation 
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insbesondere durch verschiedene Lichtbedingungen und photosynthetische Aktivität spielen 
(Pfannschmidt und Link, 1994 und 1997; Baginsky et al., 1999; Pfannschmidt et al., 2000; 
Steiner et al., 2011). Der hohe Grad der Konservierung zwischen eubakterieller RNAP und 
PEP wird deutlich durch die Sensitivität von PEP gegenüber bekannten, bakteriellen 
Transkriptionsinhibitoren wie beispielsweise Tagetitoxin (Mathews und Durbin, 1990; Sakai 
et al., 1998).  
 
1.2.2.2  RpoT-Gene kodieren für mitochondriale und plastidäre RNA-Polymerasen 
Die Transkription in Mitochondrien erfolgt durch kernkodierte Phagentyp-RNA-Polymerasen 
(Tracy und Stern, 1995; Hess und Börner, 1999; Liere und Börner, 2007). Der Vorläufer 
dieser und der phagenkodierten Polymerasen war vermutlich eine DNA-Polymerase oder eine 
Reverse Transkriptase (McAllister und Raskin, 1993; Cermakian et al., 1997). Die meisten 
Eukaryoten besitzen für eine solche phagentypische Polymerase nur ein entsprechendes Gen 
im Kerngenom. In Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) wird die verantwortliche RNAP 
durch RPO41 kodiert (Greenleaf et al., 1986; Masters et al., 1987), menschliche 
Mitochondrien besitzen die Phagentyp-RNAP h-mtRPOL als Teil der 
Transkriptionsmaschinerie (Tiranti et al., 1997; Falkenberg et al., 2002). In Physcomitrella 
patens und Angiospermen hingegen werden die Phagentyp-Polymerasen durch eine kleine 
Familie von RpoT-Genen (RNA polymerase of the phage T3/T7 type) kodiert. Im Zuge der 
Evolution der Pflanzen kam es zu mehreren, unabhängigen Dublikationen des für die 
mitochondriale RNAP (RpoTm) kodierenden Gens, wodurch Gene für eine zweite 
mitochondriale RNAP in Nuphar advena (Yin et al., 2010) oder auch für die plastidäre RNAP 
(RpoTp) in vermutlich allen Angiospermen, sowie die dual-lokalisierten RNAPs (RpoTmp) in 
Physcomitrella und Eudikotyledonen entstanden (Hedtke et al., 1997 und 2000; Übersichten 
in Hess und Börner, 1999; Weihe, 2004; Shiina et al., 2005; Liere und Börner, 2007). Die 
Lokalisation der jeweils kodierten RNAP wird durch N-terminale Transitsequenzen bestimmt. 
GFP-Fusionsstudien mit diesen Sequenzen der Enzyme aus den Dikotylen Arabidopsis 
thaliana (A. thaliana; A. t.) und Nicotiana silvestris (N. silvestris, N. s.), die jeweils drei 
RpoT-Gene besitzen, deuteten auf die Lokalisation der Polymerasen in Mitochondrien 
(RpoT;1 bzw. RpoTm), Plastiden (RpoT;3 bzw. RpoTp) bzw. beiden Organellen hin (RpoT;2 
bzw. RpoTmp; Hedtke et al., 1997, 1999, 2000 und 2002; Kobayashi et al., 2001 und 2002). 
In der allotetraploiden Pflanze Nicotiana tabacum (N. tabacum; N. t.), einer Kreuzung aus den 
diploiden Spezies N. silvestris und N. tomentosiformes, wurden sogar sechs RpoT-Gene 
gefunden (Hedtke et al., 2002). Bei diesen Genen handelt es sich um zwei orthologe Sets aus 
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je drei Genen (RpoTp, RpoTm und RpoTmp) von jedem Elter. Monokotyledonen besitzen nur 
zwei RpoT-Gene für eine mitochondriale und eine plastidäre Polymerase (Chang et al., 1999; 
Ikeda und Gray; 1999; Emanuel et al., 2004; Kusumi et al., 2004). Physcomitrella kodiert drei 
RNAPs, von denen zwei entsprechend den GFP-Lokalisationsstudien als RpoTmp1 und 
RpoTmp2 bezeichnet wurden (Kabeya et al., 2002; Richter et al., 2002). Die Regulation der 
dualen Lokalisation findet höchstwahrscheinlich auf Ebene der Translation statt, da die 
mRNAs von Physcomitrella wie auch von Dikotyledonen zwei potentielle Startkodons 
enthalten. Die Nutzung des ersten Startkodons ermöglichte den Transport von GFP in beide 
Organellen, während die Translation vom zweiten AUG zum Import ausschließlich in die 
Mitochondrien führte (Hedtke et al., 2000 und 2002; Kobayashi et al., 2001; Richter et al., 
2002). Die zusätzliche Fusion der 5´-UTR verhinderte jedoch die Nutzung des ersten AUG, 
sodass gefolgert wurde, dass die duale Lokalisation ein Artefakt darstellte und die 




Abb. 1: Verbreitung organellärer Phagentyp-RNA-Polymerasen in verschiedenen Spezies. Das Kerngenom von 
Eukaryoten kodiert die Polymerasen vom T3/T7-Phagentyp, welche nach ihrer Expression im Nukleus (N) in die 
Mitochondrien (M) oder Plastiden (P) transportiert werden. Grünalgen wie Chlamydomonas und die Lycophyte 
Selaginella besitzen ein RpoT-Gen, welches für die mitochondriale Polymerase kodiert. Monokotyledonen haben 
eine mitochondrial (RpoTm) und eine chloroplastidär lokalisierte Phagentyp-Polymerase. Physcomitrella kodiert 
im Kern eine mitochondriale Polymerase und zwei RNAPs mit dualer Lokalisation in Plastiden und 
Mitochondrien. Dikotyle Pflanzen haben im Kerngenom drei RpoT-Gene, deren Produkte in die Mitochondrien 




Jedoch wurden RpoTp und auch RpoTmp mit spezifischen Antikörpern in Chloroplasten 
detektiert (Mais: Chang et al., 1999; Reis: Kusumi et al., 2004; Spinat: Azevedo et al., 2006) 
und repräsentieren somit höchstwahrscheinlich gemeinsam die NEP-Aktivität. Eine Übersicht 
zur Verbreitung organellärer Phagentyp-RNA-Polymerasen in Algen und Pflanzen zeigt 
Abbildung 1.    
 
1.2.2.3  Kernkodierte plastidäre RNA-Polymerase (NEP) 
Schon 1971 wurde durch Ellis und Hartley aufgrund von Studien mit Translationsinhibitoren 
der cytoplasmatischen und plastidären Ribosomen vermutet, dass eine oder mehrere 
kernkodierte, plastidäre RNA-Polymerasen an der Transkription in Chloroplasten beteiligt 
sind. Studien an Plastiden aus hitzegebleichten, Ribosomen-defizienten Roggenblättern 
(Bünger und Feierabend, 1980; Falk et al., 1993; Hess et al., 1993), an weißem Gewebe der 
Gerstenmutante albostrians (Siemenroth et al., 1981; Hess et al., 1993) und  an Ribosomen-
freien Plastiden der iojap Maismutante (Han et al. 1993) wiesen jeweils eine 
Transkriptionsaktivität in den Chloroplasten nach. Auch in der nicht-photosynthetischen, 
parasitären Pflanze Epifagus virginiana (Ems et al., 1995), deren Plastom keine Gene für 
PEP-Untereinheiten kodiert, wurde RNA Synthese nachgewiesen. Diese Studien sowie 
Versuche mit PEP-defizienten Δrpo Tabakmutanten (Allison et al., 1996; De Santis-
MacIossek et al., 1999; Krause et al., 2000) deuteten auf eine NEP-Aktivität hin, da trotz des 
Fehlens einer funktionellen PEP Plastidengene transkribiert wurden. Dass es sich bei dieser 
kernkodierten Aktivität um eine Phagentyp-Polymerase handeln könnte, wurde deutlich, als 
Lerbs-Mache (1993) in transkriptionsaktiven Spinat-Chloroplastenpräparationen ein Protein 
von 110 kDa Größe nachwies, welches in vitro den T7-Phagenpromotor erkannte. Des 
Weiteren akkumulierten in Mutanten mit fehlender PEP-Aktivität Transkripte, deren 
Promotorregionen stark mitochondrialen Promotoren ähnelten (Allison et al., 1996; 
Hajdukiewicz et al., 1997; Kapoor et al., 1997). Schließlich wurde in A. thaliana das nukleäre 
RpoTp-Gen identifiziert (Hedtke et al., 1997; ursprünglich als RpoZ bezeichnet). Es folgten 
RpoT-Gene in weiteren Organismen wie beispielsweise Mais (Chang et al., 1999), Weizen 
(Ikeda und Gray, 1999), Tabak (N. silvestris: Kobayashi et al., 2001 und 2002; N. tabacum: 
Hedtke et al., 2002), Gerste (Emanuel et al., 2004) und Physcomitrella patens (Kabeya et al., 
2002; Richter et al., 2002). Die Identifizierung dieser Sequenzen ermöglichte die Klonierung 




Abbildung 2 stellt den typischen Aufbau der plastidenkodierten und der kernkodierten 
plastidären RNA-Polymerasen gegenüber.  
 
 
Abb. 2: Plastidäre RNA-Polymerasen. Die plastidärkodierte RNA-Polymerase (PEP) besteht aus den 
Untereinheiten 2α, β, β´ und β´´ und ist in reifen Chloroplasten mit verschiedenen kernkodierten Proteinen und 
einer Proteinkinase (plastid transcription kinase; PTK, Baginsky et al., 1999; Ogrzewalla et al., 2002) assoziiert. 
Die spezifische Promotorerkennung wird durch kernkodierte σ-Faktoren vermittelt. Die kernkodierte plastidäre 
RNA-Polymerase (NEP) besteht aus einem einzigen Polypeptid und assoziiert möglicherweise mit einem oder 
mehreren, bisher unbekannten Transkriptionsfaktoren. TIS = Transkriptionsinitiationsstelle. Modifiziert nach 
Liere und Börner, 2007.    
 
1.2.3 Plastidäre Promotoren 
Resultierend aus der Promotorcharakterisierung in PEP-defizienten Pflanzen (Hajdukiewicz et 
al., 1997; Silhavy und Maliga, 1998; Hübschmann und Börner, 1998; Swiatecka-Hagenbruch 
et al., 2007; Zhelyazkova et al., 2012b) wurden plastidäre Gene hinsichtlich der Promotoren, 
an denen ihre Transkription initiiert wird, in drei Klassen unterteilt. Die Transkription von 
Photosynthesegenen erfolgt typischerweise an PEP-Promotoren (Klasse I). Allerdings werden 
bei Ausfall der PEP auch stromaufwärts von Photosynthesegenen NEP-Promotoren aktiviert 
(Zhelyazkova et al., 2012b). Die meisten Haushaltsgene besitzen hingegen PEP- und NEP-
Promotoren (Klasse II). Einige wenige Gene wie accD, welches für die β-UE der Acetyl-
CoA-Carboxylase in Dikotylen kodiert, und das rpoB/C1/C2 Operon, dass in allen höheren 
Pflanzen drei UEs der PEP kodiert, besitzen nach bisherigem Kenntnisstand ausschließlich 
einen NEP-Promotor (Klasse III; Hajdukiewicz et al., 1997; Silhavy und Maliga, 1998; 
Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007; Zhelyazkova et al., 2012b). Transkriptionsstartpunkte 
werden nachfolgend mit P (für Promotor) plus Genname und Position des 
Initiationsnukleotids in Bezug zum Translationsstartpunkt bzw. zur reifen rRNA angegeben. 
 
1.2.3.1  PEP-Promotoren 
Entsprechend ihrer endosymbiontischen, cyanobakteriellen Herkunft erkennt PEP aus höheren 
Pflanzen und Algen Variationen der typischen Konsensussequenzen -10 (5´-TAtaaT-3´) und 
-35 (5´-TTGaca-3´) des E. coli σ
70
-Promotortyps (Übersichten in Gruissem und Tonkyn, 
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1993; Liere und Maliga, 2001; Weihe 2004). Die funktionelle Ähnlichkeit der PEP-
Promotoren zu den eubakteriellen -10/-35-Promotoren wurde durch die Erkennung plastidärer 
σ
70
-Promotoren durch die E. coli RNA-Polymerase verdeutlicht (Gatenby et al., 1981; 
Bradley und Gatenby, 1985; Boyer und Mullet, 1988; Eisermann et al., 1990). Allerdings 
muss angemerkt werden, dass nicht alle durch PEP erkannten Promotoren die 
bakterientypische Struktur besitzen (Zhelyazkova et al., 2012b). Einige PEP-Promotoren des 
σ
70
-Typs enthalten regulatorische cis-Elemente. Zwischen den -10- und -35-Motiven des gut 
charakterisierten psbA Promotors wurde in Senf ein TATATA-Element gefunden, welches der 
TATA-Box nukleärer Gene ähnelt (Eisermann et al., 1990; Link 1994). Dieses Motiv sowie 
die -10-Region reichten zur Erzeugung basaler Transkriptionslevel aus. Die -35-Region war 
notwendig um hohe Transkriptionsraten zu erhalten, wie sie typisch sind für Chloroplasten 
licht-adaptierter Pflanzen (Eisermann et al., 1990; Link 1984). Auch der psbA-Promotor in 
Gerste enthält das TATATA-Motiv, jedoch war das -35-Motiv hier essentiell für eine in vitro 
Transkription (Kim et al., 1999b). In Weizen wiederum war das TATATA-Motiv offenbar 
unwichtig für die Promotorerkennung. Allerdings wurde hier ein zusätzliches TGn-Motiv 
stromaufwärts des -10-Elements gefunden. In PEP aus reifen Chloroplasten der Blattspitze 
war diese erweiterte -10-Region ausreichend zur Promotorerkennung, wohingegen in jungen 
Plastiden aus der Blattbasis das -35-Element unerlässlich für die Transkription war (Bown et 
al., 1997; Satoh et al., 1999). Trotz der Konservierung der psbA-Promotorsequenzen werden 
die cis-Elemente unterschiedlich genutzt, was vermutlich auf die divergente Evolution von 
trans-Faktoren in diesen Spezies zurückzuführen ist. Weitere regulatorische Elemente, die in 
PEP-Promotoren höherer Pflanzen identifiziert wurden, sind beispielsweise die AAG-Box 
stromaufwärts des -35-Motivs im Weizen-psbD-Promotor (Kim et al., 1999b) oder das RUA-
Motiv stromaufwärts des -35-Elements im rrn16-Promotor (P1) in Tabak (Suzuki et al., 2003; 
s. Abb. 3). Abhängig von der Spezies und dem Entwicklungsstadium haben die -10- und -35-
Motive sowie die verschiedenen cis-Elemente eine unterschiedliche Bedeutung bei der 




Abb. 3: Schematische Übersicht über verschiedene PEP-Promotoren. Dargestellt sind der psbA-Promotor aus 
Weizen (TaepsbA), der psbD-Promotor in Gerste (HvupsbD) sowie der rrn16- und rbcL-Promotor aus Tabak. 
Konservierte -10/-35-Motive, sowie spezielle Elemente wie die TATA-Box (Eisermann et al., 1990), das 
erweiterte -10-Motiv (TGn; Satoh et al., 1999), die AAG-Box (Kim et al., 1999b), das RUA-Element (Suzuki et 
al., 2003) und die RLBP-Binderegion (Kim et al., 2002) sind gekennzeichnet. Die weniger konservierten Motive 
(- 35 in HvupsbD und RLBP-Box) sind grau unterlegt. TIS = Transkriptionsinitiationsstelle. Nach Liere und 
Börner, 2007.    
 
1.2.3.2  NEP-Promotoren  
In grünen Chloroplasten sind NEP-Transkripte meist kaum detektierbar (Maliga 1998; Hess 
und Börner 1999; Liere und Maliga, 2001). Daher wurden NEP Transkriptionsinitiationstellen 
in Systemen mit reduzierter oder fehlender PEP-Aktivität identifiziert wie z.B. der 
Gerstenmutante albostrians (Hübschmann und Börner, 1998; Zhelyazkova et al., 2012b), der 
Maismutante iojap (Silhavy und Maliga, 1998), Δrpo-Tabakmutanten (Allison et al., 1996; 
Hajdukiewicz et al., 1997; Serino und Maliga, 1998) und Suspensionskulturen von 
photosynthetisch-inaktivem Tabak, Arabidopsis und Reis (Kapoor et al., 1997; Miyagi et al., 
1998; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007). NEP-Promotoren unterscheiden sich signifikant 
von PEP-Promotoren und ähneln den Promotoren pflanzlicher Mitochondrien (Bohne et al., 
2007). Sie können entsprechend konservierter Sequenzmotive in mindestens drei Typen 
unterteilt werden (Übersichten in Liere und Maliga, 2001; Liere und Börner 2007; s. Abb. 4). 
Typ-Ia NEP-Promotoren besitzen in Mono- und Dikotylen ein hochkonserviertes YRTa-
Motiv innerhalb einer weniger konservierten AT-reichen Sequenz von ca. 10 Nukleotiden 
Länge (-15/+5), welches unmittelbar vor der Transkriptionsinitiationstelle (+1) liegt (PatpB-
289: Kapoor und Sugiura, 1999; Xie und Allison, 2002; PaccD-129 und PrpoB-345: Liere 
und Maliga, 1999a und b). NEP-Promotoren vom Typ-Ib haben 10-20 Nukleotide 
stromaufwärts vom YRTa-Motiv als zusätzliches, konserviertes Element eine GAA-Box 
(ATAN0-1GAA), deren Rolle bei der Promotorerkennung für den Tabakpromotor PatpB-289 
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gezeigt wurde (Kapoor und Sugiura, 1999; Xie und Allison, 2002). Typ-II NEP-Promotoren 
haben kein YRTa-Motiv. Stattdessen wird die Transkriptionsinitiation durch eine konservierte 
Sequenz zwischen den Positionen -5 bis +25 vermittelt. Als einziges Beispiel für diesen non-
consensus Promotortyp in Dikotylen wurde bisher der Promotor des Gens clpP, welches für 
die proteolytische UE der ClpP Protease kodiert, charakterisiert (PclpP-53 aus Tabak: 
Sriraman et al., 1998a). Das clpP-Promotormotiv ist konserviert in Mono- und Dikotylen, 
Koniferen und Lebermoosen. Demnach hat sich das NEP-Transkriptionssystem schon früh in 
der Evolution entwickelt. Allerdings wird das PclpP-53-Motiv in Reis und Chlamydomonas 
reinhardtii nicht als Promotor genutzt, was vermutlich auf das Fehlen von Spezifitätsfaktoren 
bzw. der notwendigen NEP-Aktivität zurückzuführen ist, da z.B. RpoTmp in Monokotylen 
nicht vorkommt (Sriraman et al., 1998a; Liere et al., 2004). Schließlich wurde in Spinat, Senf 
und Arabidopsis ein weiterer Promotor ohne YRTa-Motiv stromaufwärts des rrn-Operons 
identifiziert (Baeza et al., 1991; Iratni et al., 1994 und 1997; Pfannschmidt und Link, 1997; 
Sriraman et al., 1998a; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007). Dieser sogenannte Pc-Promotor 




Abb. 4: Schematische Übersicht über verschiedene Typen von NEP-Promotoren. Gezeigt ist der typische 
Aufbau von Typ-I, Typ-II und Pc NEP-Promotoren aus Tabak (Nt) und Spinat (Sol). Die korrespondierenden 
Gene sind in Klammern angegeben. Das YRTa- Motiv sowie die GAA-Box sind gekennzeichnet (Hübschmann 
und Börner, 1998; Kapoor und Sugiura, 1999; Liere und Maliga, 1999a). TIS = Transkriptionsinitiationsstelle. 
Nach Liere und Börner, 2007.  
 
Während in anderen Spezies wie Tabak und Gerste die zudem in der rrn-Promotorregion 
vorhandenen σ
70
-Elemente als Promotor genutzt werden und der Pc-Promotor ungenutzt 
bleibt (Allison et al., 1996; Hübschmann und Börner, 1998; Silhavy und Maliga, 1998), 
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erfolgt in Spinat die Transkription ausschließlich vom Pc-Promotor. Hierbei spielt 
möglicherweise der DNA-bindende Faktor CDF2 eine entscheidende Rolle. Während CDF2-
A die Transkriptionsinitiation am PEP-Promotor hemmt, interagiert CDF2-B mit der NEP-2 
Aktivität und initiiert so die Transkription am Pc-Promotor (Bligny et al., 2000). In 
Arabidopsis wird der Pc-Promotor in frühen Entwicklungsstadien von RpoTmp genutzt, 
während in reifen Chloroplasten PEP die Transkription des rrn-Operons übernimmt (Courtois 
et al., 2007). Abschließend muss erwähnt werden, dass kürzlich auch in Gerstenplastiden eine 
Reihe von NEP-Promotoren entdeckt wurde, denen das YRTa-Motiv fehlt (Zhelyazkova et 
al., 2012b).   
 
1.2.3.3  Interne Promotoren von tRNAs 
Die meisten plastidären tRNAs werden von PEP an σ
70
-ähnlichen Promotoren transkribiert. 
Für einige tRNAs jedoch scheint die Transkription von internen Promotoren aus zu erfolgen, 
so z.B. für trnS, trnR und trnT aus Spinat (Gruissem et al., 1986; Cheng et al., 1997), für trnS, 
trnH und trnR aus Senf (Neuhaus und Link, 1990; Nickelsen und Link, 1990; Liere und Link, 
1994), und für trnE aus Chlamydomonas (Jahn, 1992). Die Transkription von trnS aus Spinat 
wird beispielsweise 12 Nukleotide stromaufwärts der kodierenden Region initiiert (Wu et al., 
1997). In in vitro Transkriptionsassays genügte die kodierende Region um basale 
Transkriptionslevel zu erhalten. Wildtypische Level wurden durch Einbeziehen einer AT-
reichen Sequenz -31 bis -11 stromaufwärts der kodierenden Sequenz erzielt. Allerdings 
wurden in diesem Bereich keine Sequenzen gefunden, die NEP- oder PEP-Promotoren 
entsprechen. Stattdessen enthält die kodierende Region von trnS wie die meisten tRNAs 
Sequenzen mit Ähnlichkeiten zu den A- und B-Boxen nukleärer tRNA-Promotoren (Galli et 
al., 1981; Geiduschek et al., 1995). Möglicherweise werden plastidäre tRNA-Gene von 
spezialisierten NEP und/oder PEP Enzymen transkribiert, die hierfür spezielle 
Transkriptionsfaktoren zur Promotorerkennung rekrutieren.  
 
1.2.4 Transkriptionsfaktoren plastidärer RNA-Polymerasen 
1.2.4.1  Spezifitätsfaktoren für PEP 
Wie in Eubakterien sind auch in höheren Pflanzen und Algen kernkodierte Sigmafaktoren für 
die Transkription von Genen mit -10/-35-Promotoren von Bedeutung. Als Kofaktoren der 
PEP ermöglichen sie die spezifische Promotorerkennung und vermitteln das Aufschmelzen 
der DNA um die Transkriptionsinitiationsstelle (Übersichten in Allison, 2000; Liere und 
Börner, 2007; Lysenko, 2007). Zunächst gelang der biochemische und immunologische 
Nachweis von Sigma-Aktivitäten in z.B. Chlamydomonas, Spinat, Senf, Mais und Reis 
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(Surzycki und Shellenbarger, 1976; Lerbs et al., 1983; Bülow und Link, 1988; Troxler et al., 
1994). Mittlerweile wurden entsprechende Gene für Sigmafaktoren identifiziert und für 
Organismen wie Arabidopsis, Tabak, Senf, Mais, Reis, Weizen und Physcomitrella 
charakterisiert (Übersicht in Allison, 2000). Die N-Termini dieser σ-Faktoren zeigen typische 
Sequenzen für Transitpeptide zur plastidären Lokalisation, welche in vivo mittels GFP-
Fusionen nachgewiesen wurde (Isono et al., 1997b; Tanaka et al., 1997; Kanamaru et al., 
1999; Fujiwara et al., 2000; Lahiri und Allison, 2000; Oikawa et al., 2000; Hara et al., 2001). 
Für einige Sigmafaktoren wurde interessanterweise auch eine mitochondriale Lokalisation 
gezeigt (Beardslee et al., 2002; Yao et al., 2003). Die funktionelle Charakterisierung 
zahlreicher, pflanzlicher Sigmafaktoren erfolgte sowohl in vitro durch Rekonstitutions- und 
Transkriptionsexperimente mit rekombinanten Proteinen und der E. coli RNA-Polymerase 
(Kestermann et al., 1998; Hakimi et al., 2000; Beardslee et al., 2002; Homann und Link, 
2003; Privat et al., 2003), als auch anhand von knockout Mutanten, überexprimierenden 
Pflanzen und anti-sense Linien (Übersicht in Schweer, 2010).   
Neben den Sigmafaktoren haben auch andere Faktoren einen Einfluss auf die Transkription 
durch PEP, beispielsweise CDF2 (s. 1.2.4.2) oder auch die Proteine CSP41a und b aus 
Arabidopsis. Während CSP41a RNA bindet und schneidet (Bollenbach et al., 2003), wird 
CSP41b mit CSP41a, Ribosomen und PEP gereinigt (Pfannschmidt et al., 2000; Raab et al., 
2006). Allerdings deuten neuere Daten darauf hin, dass CSP41b nicht stabil mit PEP und den 
Ribosomen assoziiert ist (Qi et al., 2012). Beide Proteine könnten eine generelle Funktion bei 
der Transkription und Translation, sowie eine spezielle Rolle bei der Expression des atpB-
Operons haben (Bollenbach et al., 2009). Des Weiteren wird den CSP41 Komplexen eine 
Funktion bei der Stabilisierung bestimmter Transkripte insbesondere bei Dunkelheit 
zugeschrieben (Qi et al., 2012).       
     
1.2.4.2  Spezifitätsfaktoren der Phagentyp-RNA-Polymerasen 
Die Identifizierung von Transkriptionsfaktoren pflanzlicher Phagentyp-Polymerasen stellt 
sich bislang als schwierig heraus. Für die homologen Proteine der pflanzlichen RpoTm aus S. 
cerevisiae (Schinkel et al., 1987; Jang und Jaehning, 1991), X. laevis (Antoshechkin und 
Bogenhagen, 1995; Bogenhagen, 1996) und H. sapiens (Fisher und Clayton, 1988) wurden 
bereits akzessorische Proteine identifiziert. Diesen Transkriptionsfaktoren (in Hefe: Mtf1 
bzw. sc-mtTFB; im Menschen: h-mtTFB1 und 2) wurde ursprünglich eine Funktion bei der 
Promotorerkennung zugeordnet, während neuere Erkenntnisse in der Hefe zeigten, dass die 
Promotorspezifität von RNAP selbst bewerkstelligt wird und die Hilfsfaktoren vermutlich an 
Einleitung 13 
 
der Formation oder Stabilisierung des offenen Promotorkomplexes beteiligt sind (Matsunaga 
und Jaehning, 2004; Nayak et al., 2009). Ähnlich wurde für die Arabidopsis-Enzyme RpoTp 
und RpoTm in vitro gezeigt, dass sie an einer Reihe mitochondrialer und plastidärer 
Promotoren ohne Co-Faktoren die Transkription initiierten (Kühn et al., 2007). Allerdings 
erfolgte die Transkription nur an superhelikaler und nicht an linearer DNA. Des Weiteren 
wurden einige Promotoren nicht erkannt, und RpoTmp zeigte keinerlei signifikante 
Promotorspezifität (Kühn et al., 2007). Dadurch wurde deutlich, dass die Arabidopsis RpoTs 
in organello Spezifitätsfaktoren benötigen. Als potentielle Kandidaten kommen pflanzliche 
Proteine mit Ähnlichkeit zu den in Hefe und Mensch bekannten Faktoren in Frage. Dies sind 
zum einen mtTFB, welcher zu einer Familie von RNA-Methyltransferasen gehört (Falkenberg 
et al., 2002; McCulloch et al., 2002; Rantanen et al., 2003), und zum anderen mtTFA, 
welcher zur HMG Familie (high mobility group) gehört und für die Transkription nicht 
essentiell ist, aber sie zumindest stimuliert (Xu und Clayton, 1992; Jaehning, 1993; Parisi et 
al., 1993). In Arabidopsis wurden einige ORFs, die Methyltransferase-ähnliche Proteine 
kodieren, identifiziert. Für eines der Genprodukte (MetA; At5g66360) wurde zwar eine 
mitochondriale Lokalisation nachgewiesen, dennoch deuteten weder in vitro 
Transkriptionsversuche noch Analysen einer entsprechenden Mutante auf eine Funktion bei 
der Transkription hin (Richter et al., 2010). Das TFB-ähnliche Protein PFC1 (At1g01860; 
Tokuhisa et al., 1998) stellt eine plastidäre Methyltransferase dar. Der Phenotyp 
korrespondierender knockout Mutanten weist aber nicht auf eine Rolle als 
Transkriptionsfaktor für NEP hin (Swiatecka-Hagenbruch et al., unveröffentlichte Daten).  
Aus Weizenmitochondrien wurde ein 63 kDa großes Protein identifiziert, welches in vitro die 
Transkription des cox2-Promotors stimulierte (Ikeda und Gray, 1999). Da es sich bei diesem 
Protein um ein PPR-Protein handelt, ist es jedoch eher an posttranskriptionellen Prozessen 
beteiligt (Lurin et al., 2004). Außerdem wurde für drei homologe Proteine in Arabidopsis 
gezeigt, dass sie mitochondriale Promotoren nur unspezifisch binden und nicht mit RpoTm 
interagieren (Richter et al., 2010; Kühn et al., 2007 und unveröffentlichte Daten).  
Aus Erbsenmitochondrien wurden zwei Proteine isoliert, die an den atp9-Promotor binden. 
Für eines der Proteine wurde bereits gezeigt, dass es Ähnlichkeit zu einem Enzym des Leucin-
Katabolismus hat (Däschner et al., 2001). Für das andere, 32 kDa große Protein steht eine 
Charakterisierung der Funktion aus.  
In Spinat-Chloroplasten wird das rrn-Operon vom sogenannten Pc-Promotor aus transkribiert 
(s. 1.2.3.2). Als potentieller Regulator ist das DNA-bindende Protein CDF2 bekannt, dessen 
eine Form CDF2-A die Transkription durch PEP am P1-Promotor hemmt, während CDF2-B 
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die Initiation durch die bisher unbekannte NEP-2-Aktivität am Pc-Promotor stimuliert (Bligny 
et al., 2000). Bei NEP-2 handelt es sich vermutlich um RpoTmp, für die eine plastidäre 
Lokalisation in Spinat bekannt ist (Azevedo et al., 2006) und für die in Arabidopsis bereits 
gezeigt wurde, dass sie für die Transkription des rrn-Operons vom Pc-Promotor 
verantwortlich ist (Courtois et al., 2007).  
Interessanterweise wurde für einige Sigmafaktoren neben der chloroplastidären auch eine 
mitochondriale Lokalisation beobachtet (AthSig5: Fujiwara et al., 2000; Yao et al., 2003; 
AthSig1: Tandara und Liere, unveröffentlichte Daten; ZmaSig2B: Beardslee et al., 2002). 
Sig2 aus Mais wurde zudem mit RpoTm biochemisch gereinigt und könnte daher tatsächlich 
eine Rolle bei der mitochondrialen Transkription spielen.  
Insgesamt wurden bisher keine Faktoren identifiziert, die an der spezifischen 
Promotorerkennung und der Transkriptionsinitiation durch NEP bzw. die Phagentyp-RNA-
Polymerasen in Pflanzen beteiligt sind, und deren transkriptionsstimulierende oder 
-hemmende Wirkung eindeutig nachgewiesen wurde.      
 
1.2.5 Regulation der plastidären Genexpression 
Die Expression von kernkodierten, plastidenlokalisierten Genprodukten wird auf 
transkriptionaler Ebene reguliert (Kuhlemeier, 1992). Demgegenüber erfolgt die Regulation 
plastidärer Gene vor allem posttranskriptionell durch RNA-Prozessierung, bei der Translation 
und durch postranslationale Modifikation (Deng und Gruissem, 1987; Barkan und 
Goldschmidt-Clermont, 2000; Monde et al., 2000; Stern et al., 2010). Doch auch die 
Transkriptionsaktivität von Plastidengenen wird moduliert durch exogene und endogene 
Faktoren wie Licht, Temperatur, Plastidentyp und Chloroplasten-Entwicklungsstadium (Rapp 
et al., 1992; Mullet, 1993; Link, 1996; Liere und Börner, 2007). Dabei werden 
Veränderungen von Umweltbedingungen durch die Interaktion verschiedener, spezifischer 
Faktoren wie beispielsweise der Sigmafaktoren mit den katalytischen Komponenten der 
RNAPs vermittelt. Allerdings sind entsprechende regulatorische Komponenten und 
Modifikationen bisher nur für PEP bekannt.  
Eine wichtige Rolle bei der Regulation der plastidären Transkription spielen 
Lichtbedingungen. Die Differenzierung des Proplastiden zum Chloroplasten erfolgt 
lichtinduziert. Um einen schnellen Aufbau des Photosynthesapparates zu gewährleisten steigt 
schon im frühen Stadium der lichtinduzierten Entwicklung von Pflanze und Chloroplast die 
Transkriptionsaktivität der meisten plastidären Gene an. Des Weiteren erfolgt eine 
lichtabhängige Transkription vieler Plastidengene auch in ergrünenden und reifen Blättern 
Einleitung 15 
 
(Greenberg et al., 1989; Schrubar et al., 1990; Baumgartner et al., 1993; DuBell und Mullet, 
1995; Hoffer und Christopher, 1997; Shiina et al., 1998; Satoh et al., 1999; Chun et al., 2001; 
Nakamura et al., 2003). Dies betrifft sowohl Photosynthese- als auch Haushaltsgene (psbA: 
Klein und Mullet, 1990; psbD-psbC: Sexton et al., 1990; rbcL und atpB:  Isono et al., 1997a). 
Auch die Expression der meisten plastidären Sigmafaktoren ist lichtabhängig und wird in 
frühen Enwicklungsstadien und in Abhängigkeit vom circadianen Rhythmus differentiell 
reguliert (Kanamuru et al., 1999; Oikawa et al., 2000; Homann und Link, 2003; Privat et al., 
2003). Dies korreliert mit der prominenten Rolle von PEP gegenüber NEP in photosynthetisch 
aktiven Chloroplasten. Verschiedene Lichtqualitäten werden in höheren Pflanzen durch 
spezielle Photorezeptoren, die Phytochrome und Cryptochrome, detektiert (Chun et al., 2001; 
Thum et al., 2001). Dabei ist die durch die Cryptochrome vermittelte Rezeption von Blaulicht 
von entscheidender Bedeutung für die Aktivierung plastidärer Transkription in an Dunkelheit 
adaptierten Blättern. Grünlicht könnte dabei eine ausgleichende bzw. antagonistische Rolle 
zum Blaulicht spielen (Dhingra et al., 2006). Auch die Expression der RpoT-Gene wird in 
unterschiedlichem Maße durch Licht beeinflusst. Experimente mit etiolierten Arabidopsis-
Keimlingen, die monochromatischem Rot-, Blau- und Grünlicht ausgesetzt wurden, zeigten 
beispielsweise eine schnelle Induktion der RpoT-Transkriptakkumulation durch rotes und 
blaues Licht (Borsellino, 2012).  
Neben den Lichtbedingungen hängt die Transkriptionsaktivität in Chloroplasten auch vom 
circadianen und diurnalen Rhythmus, vom Redoxstatus und von der Signaltransduktion vom 
Plastiden zum Nukleus ab, welche z.B. Auskunft über das Entwicklungsstadium des Plastiden 
gibt (Übersichten in Liere und Börner, 2007; Liere et al., 2011). 
 
1.2.5.1  Die Rolle der RpoTs und Arbeitsteilung zwischen NEP und PEP 
Die Transkription in den Mitochondrien erfolgt durch eine Phagentyp-Polymerase. In 
Monokotyledonen ist dies RpoTm. In Dikotylen wird auch RpoTmp in die Mitochondrien 
importiert. Die Untersuchung der entwicklungs- und gewebeabhängigen Expression dieser 
Enzyme in Arabidopsis zeigte ein überlappendes Expressionsmuster. RpoTm und RpoTmp 
wurden vor allem in meristematischen und mitochondrienreichen Geweben exprimiert. 
Daraus wurde geschlossen, dass RpoTm und RpoTmp unterschiedliche, mitochondriale 
Promotoren erkennen (Emanuel et al., 2006). Allerdings beobachteten Baba et al. (2004) in 
Arabidopsis-Mutanten mit einer T-DNA-Insertion im RpoTmp-Gen, dass sich die 
mitochondriale Transkriptakkumulation nicht signifikant veränderte, jedoch die Abundanz 
plastidärer Transkripte. Dies sprach gegen eine Erkennung verschiedener Promotoren durch 
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RpoTm und RpoTmp und ließ darauf schließen, dass RpoTmp vor allem eine Rolle bei der 
Transkription plastidärer Gene in frühen Entwicklungsstadien spielt. Für beide mitochondriale 
RNAPs wurde die RNA-Polymerase-Aktivität nachgewiesen, die spezifische Erkennung 
mitochondrialer Promotoren konnte in in vitro Transkriptionsassays aber nur für 
rekombinante RpoTm und nicht für RpoTmp gezeigt werden (Kühn et al., 2007). Kühn et al. 
(2009) zeigten in Studien mit RpoTmp-Mutanten von Arabidopsis schließlich, dass RpoTmp 
für die Transkription spezieller Mitochondriengene von Bedeutung ist. Die Aktivität der 
Polymerase schien dabei eher genspezifisch als promotorspezifisch zu sein. Während RpoTm 
also die generelle Polymerase in Mitochondrien darstellt, erfüllt RpoTmp offenbar eine 
unterstützende Funktion bei der Expression einiger spezieller Gene wie nad6 und cox1.       
In den Chloroplasten teilen sich PEP und NEP die Aufgaben bei der Transkription. 
Tatsächlich sind in allen bisher untersuchten Plastidentypen - also Chloroplasten, Etioplasten, 
Amyloplasten und Chromoplasten - NEP und PEP aktiv (Tiller und Link, 1993; Isono et al., 
1997a; Baginsky et al., 2004; Wurbs et al., 2007; Barsan et al., 2010). Einige 
Photosynthesegene werden nur von PEP transkribiert, woraus folgt, dass PEP schon in frühen 
Stadien der Chloroplastenentwicklung aktiv sein muss. Tatsächlich befinden sich bereits in 
den noch nicht photosynthetisch aktiven Plastiden der Samen von Arabidopsis und Spinat 
PEP-Moleküle und es wurde beobachtet, dass die Aktivität dieser PEP wichtig für eine 
effiziente Keimung ist (Demarsy et al., 2006). Des Weiteren erfolgt für wenige Haushaltsgene 
die Transkription ausschließlich durch NEP. Dazu gehören beispielsweise accD und rpoB 
(Hajdukiewicz et al., 1997; Silhavy und Maliga, 1998; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007). 
Da die Expression dieser Gene während der gesamten Blattentwicklung von Bedeutung ist, 
muss folglich auch NEP zu allen Zeitpunkten der Entwicklung aktiv sein und ausreichend 
Transkripte zur Verfügung stellen. Ein besonders interessantes Beispiel ist das rpoB/C1/C2 
Operon, welches drei der vier UEs des PEP core Enzyms kodiert. Somit wird nicht nur die 
Aktivität von PEP mittels Sigmafaktoren durch den Nukleus gesteuert, sondern es hängt auch 
die Abundanz der plastidenkodierten RNAP von einer kernkodierten Komponente ab. Die 
meisten plastidären Haushaltsgene besitzen sowohl NEP- als auch PEP-Promotoren. Dies sind 
typischerweise Gene, die während der gesamten, plastidären Entwicklung transkribiert 
werden müssen (Maliga, 1998; Liere und Maliga, 2001; Liere und Börner, 2007; Swiatecka-
Hagenbruch et al., 2007). Das spricht für eine differentielle Expression durch beide 
Promotortypen während der Entwicklung, wobei die Transkription in jungen, nicht-grünen 
Geweben vorrangig von NEP-Promotoren ausgeht und mit der Entwicklung reifer, 
photosynthetisch aktiver Chloroplasten von PEP-Promotoren erfolgt (Baumgartner et al., 
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1993; Hajdukiewicz et al., 1997; Kapoor et al., 1997; Emanuel et al., 2004; Zoschke et al., 
2007). So wurde für das rrn-Operon in Arabidopsis gezeigt, dass dieses während der 
Keimung und frühen Pflanzenentwicklung von RpoTmp transkribiert wird. In der späteren 
Entwicklung übernimmt dann PEP die Transkription (Courtois et al., 2007). Dieses einfache 
Modell der sequentiellen Arbeitsteilung muss jedoch erweitert werden. Makroarray-Analysen 
in Δrpo Tabakmutanten zeigten z.B., dass neben der selektiven Promotornutzung auch 
posttranskriptionelle Prozesse das Transkriptmuster in Plastiden determinierten (Krause et al., 
2000; Legen et al., 2002). Zudem wurde in Mais gezeigt, dass sich zwar die Abundanz von 
NEP in reifen Chloroplasten verringerte, jedoch die Transkriptionsaktivität zunahm und die 
NEP-Transkriptstabilität abnahm (Cahoon et al., 2004). Demgegenüber stieg in reifen 
Plastiden die PEP-Aktivität und die Stabilität der resultierenden Transkripte stieg bzw. blieb 
konstant. In Mais schien sich demnach die Akkumulation von NEP-abhängigen Transkripten 
im Laufe der Entwicklung wenig zu ändern, während die Akkumulation PEP-abhängiger 
Transkripte zunahm. Für andere Spezies konnte ein derartiger Zusammenhang zwischen 
transkribierendem Enzym und Transkriptakkumulation nicht gezeigt werden. Weiterhin bleibt 
zu klären, wie ein Wechsel von NEP-Aktivität zu PEP-Aktivität im Verlauf der 
Chloroplastendifferenzierung in den Plastiden gesteuert werden könnte. In Spinat wurden die 
sogenannten NIPs (NEP interacting proteins) identifiziert (Azevedo et al., 2008). Diese in der 
Thylakoidmembran integralen Proteine werden lichtinduziert exprimiert, interagieren mit 
RpoTmp und binden das Enzym so an der Membran. Ob jedoch eine Assoziation mit der 
Membran gleichzusetzen ist mit einer Inaktivierung von RpoTmp (Azevedo et al., 2008), 
bleibt fraglich, insbesondere, da der plastidäre Transkriptionsapparat und die plastidäre DNA 
ebenfalls an die Membran gebunden sind (Sato, 2001; Sato et al., 2003; Schweer et al., 2010). 
In einem weiteren Modell für den Wechsel von NEP- zu PEP-Aktivität wurde der tRNA
Glu
 in 
Arabidopsis Bedeutung beigemessen. Hanaoka et al. (2005) zeigten eine Bindung dieser 
tRNA an rekombinante RpoTp. Zudem beobachteten sie in in vitro 
Transkriptionsexperimenten eine Inhibition der Transkription von accD bei Zugabe von 
tRNA
Glu
. Allerdings zeigten neuere Experimente eine eher unspezifische Bindung von 
tRNA
Glu 
sowie auch anderen tRNAs an alle drei RpoTs (Bohne et al., 2009). Da außerdem die 
NEP-Aktivität während der Chloroplastenreifung nicht herabreguliert wird (Cahoon et al., 
2004; Zoschke et al., 2007), ist eine Rolle dieser speziellen tRNA bei der Regulation der 
NEP-Aktivität unwahrscheinlich. Neben der Frage nach der Bedeutung von NEP gegenüber 
PEP ist auch die Aufgabenteilung zwischen RpoTp und RpoTmp in den Plastiden von 
Interesse. In RpoTmp-T-DNA-Insertionslinien von Arabidopsis war die Abundanz plastidärer 
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Transkripte verändert und die Mutanten zeigten ein verzögertes Ergrünen (Baba et al., 2004). 
Daraus wurde geschlossen, dass RpoTmp in der frühen Entwicklung des Keimlings wichtig 
ist und RpoTp in späteren Entwicklungsstadien die Transkription an NEP-Promotoren 
übernimmt. Da in Arabidopsis eine Doppelmutation von RpoTp und RpoTmp schon früh in 
der Keimung letal wirkte, wurde auf teilweise redundante Funktionen der beiden Enzyme 
geschlossen (Hricová et al., 2006). Studien mit transgenem Tabak, welcher RpoTp 
überexprimierte, zeigten eine verstärkte Nutzung von Typ-I NEP-Promotoren, jedoch nicht 
vom Typ-II NEP-Promotor des clpP-Gens (Liere et al., 2004). Schließlich wurde durch 
primer extension Analysen in Arabidopsis deutlich, dass RpoTp für die Transkription von 
accD, rpoB und clpP verantwortlich war und RpoTmp offenbar am Pc-Promotor des rrn-
Operons die Transkription initiierte (Courtois et al., 2007; Swiatecka-Hagenbruch et al., 
2008). Somit gilt RpoTp als prinzipielle NEP-Aktivität, während RpoTmp offenbar spezielle 
Aufgaben wie z.B. die Transkription von rrn16 erfüllt.          
 
 
1.3 Zielstellung der Arbeit    
Während nur wenige Gene wie rpoB und accD ausschließlich durch NEP transkribiert 
werden, besitzen die meisten Haushaltsgene Promotoren für NEP und PEP. Darüberhinaus 
scheinen einige NEP-transkribierte Gene nur zu bestimmten Zeitpunkten der 
Chloroplastenreifung exprimiert zu werden, wohingegen andere während der gesamten 
Blattentwicklung transkribiert werden. Ähnliches gilt auch für PEP-transkribierte Gene, 
welche sowohl entwicklungs- oder auch lichtabhängig, sowie konstitutiv exprimiert werden. 
In der vorliegenden Arbeit sollte anhand von Promotorveränderungen bzw. -austauschen 
untersucht werden, ob die plastidäre Transkription während der Chloroplastendifferenzierung 
durch den Polymerasetyp reguliert wird, und ob der jeweils genutzte Polymerasetyp einen 
Einfluss auf die Transkriptstabilität und -prozessierung, sowie Proteinlevel hat. Dafür sollten 
transplastomische Tabakpflanzen hergestellt werden, in denen die NEP-Promotoren von 
accD, rpoB und clpP1 gegen einen PEP-Promotor ausgetauscht werden und die NEP-
Promotoren von accD, rrn16 und clpP1 durch Mutagenese ausgeschaltet bzw. geschwächt 
werden. Ebenso sollte der PEP-Promotor des an der Chlorophyllbiosynthese beteiligten trnE-
Gens durch einen NEP-Promotor ersetzt werden. Für die resultierenden, transplastomischen 
Linien sollten dann die veränderte Promotornutzung durch primer extension Analysen sowie 
dRNA-Seq (Illumina Sequenzierung) nachgewiesen und eventuell vorhandene, alternative 
Promotoren identifiziert werden. Des Weiteren sollten für die jeweils manipulierten Gene 
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Transkript- und Proteinmengen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Blattentwicklung 
analysiert werden. Diese Versuche sollten Aufschluss darüber geben, ob PEP in 
verschiedenen Entwicklungsstadien die Funktion von NEP ersetzen kann und der Verlust 
bestimmter NEP-Promotoren einen signifikanten Effekt während der Pflanzenentwicklung 
hat. 
Vergangene Studien deuten darauf hin, dass die Phagentyp-RNA-Polymerasen in organello 
Spezifitätsfaktoren zur Promotorerkennung und Transkriptionsinitiation benötigen. Daher 
sollten in dieser Arbeit potentielle Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Dafür sollten 
RpoTp und RpoTmp aus Tabak und Arabidopsis zum einen heterolog mit verschiedenen, N-
terminalen Epitopen exprimiert, gereinigt und für pulldown assays verwendet werden. Zum 
anderen sollten bereits vorhandene Tabakpflanzen, die RpoTp mit unterschiedlichen 
Affinitäts-tags in vivo exprimieren, zur Co-Immunopräzipitation eingesetzt werden, sowie 
entsprechende tag-RpoT-exprimierende Arabidopsis-Pflanzen hergestellt werden. Diese 
Arabidopsis-Pflanzen sollten außerdem genutzt werden, um Effekte der Überexpression auf 
RNA- und Proteinebene zu analysieren, mit den RpoTs assoziierte RNAs mittels RIP-Chip zu 
identifizieren, und die organelläre und subplastidäre Lokalisation von RpoTp und RpoTmp zu 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
2.1.1 Materialien und Anbieter 
Alle verwendeten Chemikalien und Biochemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, 
von den Firmen Roth, Merck, Serva, und Sigma bezogen, Radiochemikalien von Perkin 
Elmer und Hartmann Analytics, Enzyme von Fermentas, NEB und Qiagen und Desoxy- und 
Ribonukleosidtriphosphate von Fermentas. Sonstige Anbieter sind im Anhang in Tabelle A3 
aufgeführt.  
Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden mit Reinstwasser (USF Purelab Ultra System) 
hergestellt. Gegebenenfalls erfolgte deren Sterilisation sowie die Inaktivierung gentechnisch 
veränderter Organismen (GVO) in einem Dampfsterilisator Varioklav 75S (Thermo Fisher) 




Für die Herstellung transplastomischer Tabakpflanzen wurde Nicotiana tabacum des Ökotyps 
Petit Havana verwendet. Für die Herstellung transgener Arabidopsis-Pflanzen wurde 
Arabidopsis thaliana des Ökotyps Columbia (Col-0) genutzt.  
Die transgenen Pflanzen sind mit ihren Eigenschaften in Tabelle 1 aufgeführt. 
 
Tab. 1: Übersicht über die transgenen Pflanzen 



























A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
3xFLAG-Epitop-markierter RpoTp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
FLAG-HA-Epitop-markierter RpoTp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression  
3xHA-Epitop-markierter RpoTp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
3xFLAG-Epitop-markierter RpoTmp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
FLAG-HA-Epitop-markierter RpoTmp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression  
3xHA-Epitop-markierter RpoTmp 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
3xFLAG-Epitop-markierter RpoTm 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression 
FLAG-HA-Epitop-markierter RpoTm 
A. thaliana; konstitutive in vivo Expression  
3xHA-Epitopmarkierter RpoTm 
N. tabacum; Insertion von aadA in rpoA 
 
N. tabacum; PaccD-129 ersetzt durch PatpB-255   
N. tabacum; PaccD-129 knock down durch 








































N. tabacum; PrpoB-345 ersetzt durch PatpB-255 
N. tabacum; Prrn16-64 knock out durch 
Promotormotiv-Änderung (CTTG nach GCGC) 
N. tabacum; konstitutive in vivo Expression HA-
FLAG-StrepII-Epitop-markierter RpoTp 
N. tabacum; konstitutive in vivo Expression VSV-
cMyc-FLAG-Epitop-markierter RpoTp 















2.1.3  Bakterienstämme 
Für die Amplifikation rekombinanter Plasmide diente Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) 
als Wirtsstamm. Als Expressionstamm für die heterologe Expression von Proteinen (s. 
2.2.10.7) wurde E. coli BL21 RIL (Agilent) verwendet. 
Die Transformation von A. thaliana wurde durch Agrobacterium tumefaciens AGLI (Lazo et 




Eine Beschreibung aller in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide ist der Tabelle 2 zu 
entnehmen.  
 
Tab. 2: Verwendete Plasmide; Z00044 = N. tabacum Plastom, NC_000932 = A. thaliana Plastom 
























Ausgangsvektor für Klonierung der Plasmide zur 
Plastidentransformation von Tabak; Größe: 2961 bp 
Amplifikation der aadA-Kassette mit PpsbA und TpsbA 
(GenBank-Zugang: U12812.1) 
Amplifikation der aadA-Kassette mit Prrn16 und TpsbA 
(GenBank-Zugang: AJ312392)  
aadA aus pPRV111A Eco52I/SmaI in pBluescript II KS 
aadA aus pPRV111A Eco52I/PstI in pBluescript II KS 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 58165–50504 
SacI/Eco52I und 57177-57019 (PatpB-255) SmaI/HindIII 
und 59692-60530 HindIII/ApaI in pJS21b; 
Transformationsvektor zur Erzeugung von PatpB-255::accD 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 58165–50504 
SacI/Eco52I und 59513-59674 (PaccD-129ΔGCGC)  
SmaI/HindIII und 59674-60530 HindIII/ApaI in pJS21b; 
Erzeugung von ΔPaccD-129::accD 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 29064-28005 
SacI/Eco52I und 57172-57026 (PatpB-255) PstI/ApaI und 
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GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 58165–50504 
SacI/Eco52I und 59513-60530 (accD) SmaI/ApaI in pJS21b  
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 29064-28005 
SacI/Eco52I und 27776-27208 (rpoB) PstI/ApaI in pJS22b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 101664-102534 
SacI/Eco52I und 102544-102698 (Prrn16-64ΔGCGC) 
SmaI/ApaI und 102698-103238 (rrn16) ApaI/KpnI in 
pJS21b; Erzeugung von ΔPrrn16-64::rrn16 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 101664-102534 
SacI/Eco52I und 102544-103238 (Prrn16) SmaI/KpnI in 
pJS21b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenpositionen 75251-74734 
SacI/Eco52I und 74737-74585 plus 1737-1598 (PpsbA-85) 
plus 74510-73719 (clpP1) PstI/KpnI in pJS22b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 75251-74734 
SacI/Eco52I und 74737-73719 (ΔPclpP1-53) PstI/KpnI in 
pJS22b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 75251-74734 
SacI/Eco52I und 74737-73719 (clpP1) PstI/KpnI in pJS22b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 32995-32579 
SacI/Eco52I und 32573-32479 plus 27966-27855 (PrpoB-
345) plus 32356-31860 (trnE) PstI/KpnI in pJS22b 
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 32995-32579 
SacI/Eco52I und 32573-32398 plus 32368-31860 (ΔPtrnE) 
PstI/KpnI in pJS22b  
GenBank-Zugang Z00044 Basenposition 32995-32579 
SacI/Eco52I und 32573-31860 (trnE) PstI/KpnI in pJS22b 
Ausgangsvektor für Klonierung der Plasmide zur 
Transformation von A. thaliana; Größe: 14758 bp 
 
GUS in pBI121 ersetzt durch Polylinker-Sequenz 
 
342 bp PCR-Fragment (AS 1 - 114) der A. t.  RpoTp 
(GenBank-Zugang: AT2G24120.1) XbaI/SpeI und 2.6 kb 
PCR-Fragment (AS 115 – 994) von RpoTp Cfr9I/ApaI in 
pBluescript II KS  
372 bp PCR-Fragment (AS 1 - 117) der A. t.  RpoTmp 
(GenBank-Zugang: AT5G15700.1) XbaI/SpeI und  
2.7 kb PCR-Fragment (AS 118 – 1011) von RpoTmp 
Cfr9I/ApaI in pBluescript II KS 
288 bp PCR-Fragment (AS 1 - 88) der A. t.  RpoTm 
(GenBank-Zugang: AT1G68990.2) XbaI/SpeI und  
2.6 kb PCR-Fragment (AS 89 – 976) von RpoTm Cfr9I/ApaI 
in pBluescript II KS 
FLAG-HA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL215 
3xFLAG-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL215 
3xHA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL215 
FLAG-HA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL216 
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3xHA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL216 
FLAG-HA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL217 
3xFLAG-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL217 
3xHA-Epitopsequenz SpeI/Cfr9I in pKL217 
RpoTp-Epitop-Fragment aus pJS1 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTp-Epitop-Fragment aus pJS2 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTp-Epitop-Fragment aus pJS3 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTmp-Epitop-Fragment aus pJS4 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTmp-Epitop-Fragment aus pJS5 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTmp-Epitop-Fragment aus pJS6 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTm-Epitop-Fragment aus pJS7 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTm-Epitop-Fragment aus pJS8 XbaI/BshT1 in pKL218 
RpoTm-Epitop-Fragment aus pJS9 XbaI/BshT1 in pKL218 
Klonierung von PCR-Produkten; Größe: 3000 bp 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 1383-1567 
(PpsbA) in pGEM®-T 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 54079-
55090  (PatpB) in pGEM®-T 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 71774-
72897 (PclpP) in pGEM®-T 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 26281-
27626 (PrpoB) in pGEM®-T 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 56207-
57314 (PaccD) in pGEM®-T 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 100405-
101087 (Prrn16) in pGEM®-T 
Ausgangsvektor für heterologe Expression von GST und 
GST-Fusionsproteinen; Größe: 4900 bp  
Anabaena sp. PCC 7120 nblA NdeI/NdeI in pGEX-2TK/NdeI 
 
6xHis-Sequenz NdeI/SmaI in pBB14; Ausgangsvektor für 
heterologe Expression von 6xHis-Fusionsproteinen 
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTp (AS 113-993; 
GenBank-Zugang: AT2G24120.1) in pGEX-2TK  
Kodierende Sequenz der N. s. RpoTp (AS 88-978; GenBank-
Zugang: AJ416576) in pGEX-2TK 
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTmp (AS 115-1011; 
GenBank-Zugang: AT5G15700.1) in pGEX-2TK  
Kodierende Sequenz der N. s. RpoTmp (AS 64-1020; 
GenBank-Zugang: AB058958) in pGEX-2TK 
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTp (AS 113-993; 
GenBank-Zugang: AT2G24120.1) in pJS-HisEx 
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTmp (AS 115-1011; 
GenBank-Zugang: AT5G15700.1) in pJS-HisEx 
Kodierende Sequenz der N. s. RpoTp (AS 88-978; GenBank-
Zugang: AJ416576) in pJS-HisEx 
Kodierende Sequenz der N. s. RpoTmp (AS 64-1020; 



































































Ausgangsvektor für heterologe Expression von 6xHis-
Fusionsproteinen 
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTp (AS 96-993; GenBank-
Zugang: AT2G24120.1) in pCold I  
Kodierende Sequenz der A. t. RpoTmp (AS 107-1011; 
GenBank-Zugang: AT5G15700.1) in pCold I 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 125912-
123884 (ycf1 aus A. t.) in pJS-HisEx 
GenBank-Zugang NC_000932 Basenpositionen 125912-















2.1.5 Synthetische Oligonukleotide (primer) 
Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma und Eurofins MWG Operon synthetisiert 





Tab. 3: Verwendete Antikörper. M = Maus, K = Kaninchen, R = Ratte, Z = Ziege, S = Schaf, A. t. = Arabidopsis 
thaliana, S. j. = Schistosoma japonicum, O. s. = Oryza sativa, P. s. = Pisum sativum, p = polyklonal, m = 
monoklonal, Hämaggl. = Hämagglutinin, HRP = horseradish peroxidase, Cp = Chloroplast 
Name Epitop/Antigen (Organismus); 



























Glutathion-S-Transferase (S. j.); M, 
m; 1:5000 
FLAG Peptid (DYKDDDDK); M, 
m; 1:5000 
Hämaggl. AS 98-106 (Influenza); 
M, m; 1:2000 
Hämaggl. AS 98-106 (Influenza);  
R, m; 1:2000 
polyHistidin; M, m; 1:2000 
β-UE von PEP (A. t.); K, p; 1:2000 
α-UE von PEP (O. s.); K, p; 1:2000 
β-UE der Carboxyltransferase (P. 
s.); K, p; 1:2000 
β-UE von F1-ATP Synthasen; K, p; 
1:2000 
RubisCO große UE konserviertes 
Peptid; K, p; 1:10000 
D1 C-terminales, konserviertes 
Peptid; K, p; 1:10000 
Translokon Komplex der inneren 
Cp Hüllmembran; K, p; 1:2000 
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c-Myc Peptid (EQKLISEEDL); K, 
p; 1:2000 
IgG (R); K, p; 1:200000 
 
IgG (K); Z, p;1:250000 
 


















2.2.1 Anzucht und Transformation von E. coli 
E. coli Zellen wurden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten unter Standardbedingungen 
angezogen (Sambrook und Russell, 2001).  
Die Transformation chemisch-kompetenter E. coli TOP10 Zellen erfolgte mittels Hitzeschock 
(Hanahan, 1983). Zur Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurde dem Medium Ampicillin 
bzw. Carbenicillin in einer Endkonzentraion von 100 µg/ml zugefügt. Elektrokompetente E. 
coli BL21 Zellen wurden durch Elektroporation (Dower et al., 1988) mit einem GenePulser™ 
(Biorad) transformiert (Kapazität 125 µFD, Widerstand 200 Ohm) und auf Medium mit 
Ampicillin und Chloramphenicol in einer Endkonzentration von 68 µg/ml selektiert.  
E. coli TOP10 Zellen, die mit pGEM®-T-Derivaten transformiert wurden, wurden zur Blau-
Weiß-Selektion positiver Klone auf LB-Medium mit 40 µg/ml X-Gal angezogen.  
 
LB (Lysogeny-Broth)-Medium  1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) 
NaCl, pH 7,0 mit NaOH; modifiziert nach Bertani (1951) 
LB-Agar    LB-Medium mit 2 % Agar 
 
 
2.2.2 Anzucht und Transformation von A. tumefaciens 
Agrobakterien wurden in YEB-Medium oder auf YEB-Platten bei 28 °C für zwei 
(Flüssigkultur) bzw. drei Tage (Platten) kultiviert. Die Transformation mit Plasmiden erfolgte 
mittels Elektroporation wie für E. coli unter 2.2.1 beschrieben. Zur Selektion der 
Transformanten wurde dem Medium Kanamycin in einer Endkonzentration von 50 µg/ml 
zugesetzt. 
 
YEB-Medium 0,5 % (w/v) Rinderextrakt, 0,1 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) 
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2.2.3 Pflanzenanzucht 
A. thaliana wurde entweder auf MS- bzw. SEA-Medium oder auf einem Gemisch aus Erde 
(Einheitserde Typ T, frux
®
) und Vermiculite (4:1, 3-6 mm; DVD) unter Langtagbedingungen 






Tabak wurde auf Erde (s. o.) oder auf MS-Medium kultiviert (Langtagbedingungen, 25 °C, 




). Die Erde wurde gegebenenfalls gedüngt mit 
Osmocote Pro 5-6M (ca. 4 g Dünger/ 1 l Erde; Scotts). Die Regeneration von 
Pflanzenmaterial nach der Plastidentransformation erfolgte auf RMOP-Medium. 
Für die Isolation von Chloroplasten aus 7 bis 14 Tage alten Pflanzen wurden sowohl Tabak 
als auch A. thaliana auf einem Polyamidnetz (Maschenweite 500 µM; Franz Eckert GmbH) 
ausgebracht, welches auf Erde gelegt wurde.   
Zur sterilen Kultivierung wurden die Pflanzensamen zwecks Oberflächensterilisation für 
7 min in Sterilisationslösung (0,8 % (w/v) N-Lauroylsarcosin, 30 Vol.-% DanKlorix (Colgate-
Palmoliv)) inkubiert und anschließend fünfmal in Reinstwasser gewaschen. 
 
MS-Medium 0,44 % (w/v) Murashige & Skoog Medium (Duchefa), 0,05 % (w/v) 
MES, 0,5 % (w/v) Pflanzenagar (Duchefa), 3 % (w/v) Saccharose (N. 
tabacum) bzw. 1 % (w/v) Saccharose (A. thaliana); pH 5,6-5,8 mit 
KOH; modifiziert nach Murashige und Skoog (1962) 
SEA-Medium 0,44 % (w/v) Murashige & Skoog Medium (Duchefa), 0,05 % (w/v) 
MES, 0,8 % (w/v) Pflanzenagar (Duchefa); pH 5,6-5,8 mit KOH 
RMOP-Medium MS-Medium (N. tabacum) mit Spectinomycin-Dihydrochlorid-
Pentahydrat (500 µg/ml; Duchefa), 6-Benzylaminopurin (1 mg/ml; 
Sigma) und 1-Naphthylessigsäure (0,1 mg/ml; Sigma); modifiziert nach 
Svab et al. (1990a)  
 
 
2.2.4 Agrobakterien-vermittelte Transformation von A. thaliana 
Die zur Transformation verwendeten Plasmide pJS10 bis pJS18 sind in Tab. 2 näher 
beschrieben. Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte nach der floral dip Methode, 
modifiziert nach Zhang et al. (2006). 50 ml YEB-Medium wurden 1:100 mit einer 
Übernachtkultur eines plasmidhaltigen Agrobakterienklons angeimpft und zwei Tage bei 
28 °C und 180 rpm bis zu einer OD von 1,5 kultiviert. Nach Ernte der Zellen bei 5000g wurde 
das Pellet in 5-10 ml Infiltrationsmedium resuspendiert und die Suspension auf eine OD von 
0,8-1,0 eingestellt.  
A. thaliana Col-0 (drei Pflanzen pro Topf) wurden angezogen bis pro Topf ca. 20 
Infloreszenzen und wenige Schoten entwickelt waren. Die Schoten wurden abgeschnitten und 
die Blüten ca. 10 Sekunden in die Agrobakteriensuspension getaucht. Anschließend wurden 
die Pflanzen mit Klarsichtfolie umwickelt und 24 h auf die Seite gelegt, um eine hohe 
Luftfeuchtigkeit zu erhalten. Danach wurde die Folie entfernt und die Pflanzen weiter unter 
Standardbedingungen (2.2.3) angezogen.   
Nach der Samenernte wurden primäre Transformanten selektiert durch Aussaat auf MS-
Medium mit Kanamycin (50 µg/ml) entsprechend der plasmidkodierten Resistenz, und 
Carbenicillin (50 µg/ml) zur Vermeidung von agrobakterieller Kontamination. 
Transformanten entwickelten gesunde, grüne Kotyledonen und Blätter und wurden zur 
Samenproduktion und weiteren Analyse vereinzelt.  
 
Infiltrationsmedium  0,22 % (w/v) Murashige & Skoog Medium (Duchefa), 5 % 
 (w/v) Saccharose, 0,02 % Silwet L-77 
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2.2.5 Plastidentransformation in N. tabacum 
Die stabile Transformation von Tabak-Plastiden erfolgte modifiziert nach Svab und Maliga 
(1993). Die verwendeten Transformationsvektoren, die alle im Zuge dieser Arbeit kloniert 
wurden, sind in Tab 2 aufgeführt und im Ergebnisteil (3.1.1) näher beschrieben. Die 
Resistenzkassette (aadA-Kassette) wurde aus dem Vektor pPRV111A bzw. pRB94 (s. Tab. 2) 
amplifiziert. Tabakpflanzen wurden vier bis sechs Wochen steril in Magenta-Boxen 
angezogen (s. 2.2.3), die Blätter wurden mit der Blattunterseite nach oben auf MS-Platten 
gelegt und üN in der Anzuchtkammer gelassen. Mithilfe des Biolistic® PDS-1000/He Particle 
Delivery Systems (Bio-Rad) wurden die Blätter (10 pro Konstrukt) mit Goldpartikeln (0,6 
µM, Bio-Rad), die gemäß Hersteller mit dem Transformationsvektor beladen wurden, 
beschossen (1100 psi). Zur Regeneration Spectinomycin-resistenter Kalli wurden die Blätter 
in Stücke geschnitten (0,5 mm x 0,5 mm) und auf RMOP-Platten inkubiert (2 oder mehr 
Runden), auf MS-Medium bewurzelt und zur Gewinnung von Samen auf Erde umgesetzt. 
Mittels PCR, Sequenzierung, Southern Blot und Keimungstests wurde die Integration der 
aadA-Kassette und der genspezifischen Veränderungen sowie der Segregationsstatus der 
Pflanzen getestet (s. 3.1.2).   
 
 
2.2.6 Chloroplastenisolation aus N. tabacum 
Die Isolation von intakten Chloroplasten aus Tabak erfolgte mit Modifikationen nach Voelker 
und Barkan (1995). Alle Zentrifugations- und Arbeitsschritte erfolgten bei 4 °C bzw. auf Eis. 
30 g Pflanzengewebe wurden in 250 ml eiskaltem GR-Puffer homogenisiert, durch zwei 
Lagen Miracloth (Calbiochem) gefiltert und bei 4000g zentrifugiert. Das Chloroplastenpellet 
wurde in 1 ml GR-Puffer resuspendiert, auf einen 40%/80%-Percoll-Stufengradienten 
geschichtet und bei 6500g für 35 min zentrifugiert. Die intakten Chloroplasten wurden 
zweimal bei 2600g in GR-Puffer gewaschen und anschließend der Präparation von Stroma 
und Membranfraktion zugeführt. Die Lyse erfolgte in Lysepuffer und zur Trennung von 
Stroma und Thylakoidmembranen wurde 30 min bei 16000g zentrifugiert. Die Lagerung des 
Stromas erfolgte nach Zugabe von 10 Vol.-% Glycerol bei -80 °C. Die Membranfraktion 
wurde zweimal in Lysepuffer gewaschen und in Thylakoidpuffer bei -80 °C gelagert. 
 
GR-Puffer 350 mM Sorbitol, 50 mM HEPES/KOH (pH 7,6), 2 mM EDTA 
(pH 8,0), 1 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 5 mM Na-L-Ascorbat, 
1 % (w/v) BSA 
40%-Gradientenlösung 40 Vol.-% PCBF, 0,006 % (w/v) red. Glutathion, in GR-Puffer 
80%-Gradientenlösung 80 Vol.-% PCBF, 0,006 % (w/v) red. Glutathion, in GR-Puffer 
PCBF 1 % (w/v) BSA, 1 % (w/v) Ficoll, 3 % (w/v) PEG 6000, gelöst 
in Percoll (REF) 
Lysepuffer  30 mM HEPES/KOH (pH 8,0), 10 mM Mg-Acetat, 200 mM 
K-Acetat, 2 mM DTT, 0,4 mM PMSF, 0,04 Vol.-% Complete 
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science) 
 
Complete Protease Inhibitor 
Cocktail Stammlösung 1 Tablette in 2 ml A. bidest 
Thylakoidpuffer 100 mM Sorbitol, 10 mM HEPES/KOH (pH 8,0), 5 mM NaCl, 
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2.2.7 Chloroplastenisolation aus A. thaliana 
Die Chloroplastenisolation aus A. thaliana erfolgte modifiziert nach Kunst et al. (1998). Die 
Chloroplasten wurden bei 1500g pelletiert und es wurde ein 40%/80%-Percoll-Stufengradient 
bei 6500g verwendet.  
Die Lyse der Plastiden sowie die Präparation von Stroma und Thylakoidmembranen erfolgte 
wie in 2.2.6 beschrieben. 
 
 
Membransolubilisierung mit ß-DM 
 
Entweder wurde das vom Stroma getrennte Membranpellet in Thylakoidpuffer resuspendiert 
oder das Pellet intakter Chloroplasten wurde in Lysepuffer aufgenommen. Den Suspensionen 
wurde n-Dodecyl-β-D-Maltosid in einer Endkonzentration von 2 % zugesetzt und 15 min auf 
Eis inkubiert.  
 
 
Formaldehyd-crosslinking von 3xFLAG-RpoTp  
 
Das nach Chloroplasten-Isolation gewonnene Pellet von 14 d alten 3xFLAG-RpoTp-Pflanzen 
und vom Wildtyp wurde jeweils in 1 ml Puffer RB resuspendiert. 100 µl dieser Suspension 
wurden mit 2,8 µl 37 % Formaldehyd für 10 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von 15 µl 1 M Glycin für 5 min bei RT gestoppt. Zum Vergleich wurden jeweils 
100 µl Chloroplastensuspension ohne Behandlung mit Formaldehyd mitgeführt. Nach 
Pelletieren der Plastiden bei 2600g für 10 min wurden 10 µl Lysepuffer (s. 2.2.6) und 5 µl 
1x Ladepuffer (s. 2.2.10.3) zugeben und die Proben mittels SDS-PAGE analysiert. 
 
Puffer RB  6 mM Sorbitol, 0,1 M Tricin/KOH (pH 8,4), 0,0125 M EDTA 
 (pH 8,0), 0,025 M MgCl2        
  
 
2.2.8 Mitochondrienisolation aus A. thaliana 
Mitochondrien wurde nach der Methode von Werhahn et al. (2001) isoliert. Eine Lyse der 




2.2.9.1  Extraktion von Gesamt-DNA  
Zur Extraktion von DNA modifiziert nach Murray und Thompson (1980) wurde das 
Pflanzengewebe in flüssigem Stickstoff homogenisiert und nach Zugabe von DNA-
Extraktionspuffer (300 mg/ 1 ml) für 30 min bei 60 °C inkubiert. Nach Extraktion mit 1 Vol. 
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) wurde die DNA mit 0,6 Vol. Isopropanol 1 h bei RT 
gefällt (Sambrook und Russell, 2001) und anschließend bei 16000g und 4 °C für 30 min 
pelletiert. Schließlich wurde die DNA in 70 % Ethanol gewaschen und in A. bidest 
aufgenommen. Für einen anschließenden Southern Blot wurde die DNA mit RNase A 
behandelt.  
 
DNA-Extraktionspuffer 2,5 % (w/v) CTAB, 100 mM Tris/HCl (pH 8,0), 25 mM EDTA 
(pH 8,0), 1,5 M NaCl, 0,2 % (w/v) β-Mercaptoethanol 
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DNA für PCR-Screenings wurde durch eine schnelle Extraktionsmethode gewonnen. Hierfür 
wurde das Pflanzenmaterial mit der Pipettenspitze homogenisiert, mit Schnell-
Extraktionspuffer gemischt und 5 min bei 16000g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 
0,6 Vol. Isopropanol gefällt und sofort für 20 min bei 16000g zentrifugiert. Nach einem 
Waschschritt in 70 % Ethanol wurde das DNA-Pellet in 20 µl A. bidest resuspendiert. 
 
Schnell-Extraktionspuffer 200 mM Tris/HCl (pH 8,0), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA 
(pH 8,0), 0,5 % (w/v) SDS 
 
 
2.2.9.2  Isolation von Chloroplasten-DNA 
Die Extraktion von plastidärer DNA, die weitestgehend frei ist von nukleärer DNA, erfolgte 
modifiziert nach Bookjans et al. (1984). Die Extraktion der DNA erfolgte mit 1 Vol. Roti®-
Phenol (Roth) und anschließend mit 1 Vol. Chloroform:Isoamylalkohol (24:1). Nach 
Präzipitation mit 2,5 Vol. 96 % Ethanol und einmaligem Waschen in 70 % Ethanol wurde die 
cpDNA in A. bidest resuspendiert. Die Reinheit der cpDNA wurde durch Verdau mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen überprüft.     
 
 
2.2.9.3  Plasmidpräparation aus E. coli 
Die Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen erfolgte nach dem Prinzip der 
alkalischen Lyse (Sambrook und Russell, 2001). Vor der Sequenzierung wurde die Plasmid-
DNA über QIAquick Säulchen (Qiagen, PCR-Purification-Protokoll) gereinigt.  
Zur Präparation von Plasmiden im größeren Maßstab wurde das Plasmid-Midi-Kit (Qiagen) 
entsprechend den Herstellerangaben verwendet.  
 
 
2.2.9.4  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen aus genomischer DNA oder Plasmid-DNA wurde 
Taq DNA-Polymerase (Qiagen) genutzt. Ein 50 µl-Reaktionsansatz enthielt den 
mitgelieferten Puffer, 1 U Taq DNA-Polymerase, 200 µM dNTPs, jeweils 10 pmol der 
entsprechenden Oligonukleotide und 10 ng Plasmid-DNA bzw. 100 ng genomische DNA. Die 
PCR wurde in einem T3000 Thermocycler (Biometra®) nach folgendem Programm 
durchgeführt: 94 °C/ 1 min; 35 Zyklen mit 95 °C/ 30 s, 52-62 °C/ 30 s, 72 °C/ 1 min pro kb; 
72 °C/ 5 min. 
Für Klonierungen wurde Phusion® High Fidelity DNA-Polymerase (NEB) verwendet, da 
diese eine proofreading-Funktion besitzt. Ein 50 µl-Reaktionsansatz enthielt den 
mitgelieferten Puffer HF, 1 U Phusion® DNA-Polymerase, 200 µM dNTPs, jeweils 25 pmol 
der entsprechenden primer und 50 ng genomische DNA. Die PCR wurde nach folgendem 
Programm durchgeführt: 98 °C/ 30 s; 35 Zyklen mit 98 °C/ 10 s, 58-65 °C/ 30 s, 72 °C/ 15 s 
pro kb; 72 °C/ 5 min.  
Die Produkte wurden anschließend mittels Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.9.9) analysiert.   
 
 
2.2.9.5  Klonierung 
Standardprozeduren zur Manipulation von DNA wie Restriktionsverdaus, 
Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten mittels Alkalischer Phosphatase und Ligation von 
DNA-Molekülen mittles T4-DNA-Ligase wurden wie in Sambrook und Russell (2001) 
beschrieben durchgeführt.   
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Zur direkten Klonierung von PCR-Fragmenten in pGEM®-T wurde das pGEM®-T Vector 
System (Promega) entsprechend den Angaben des Herstellers genutzt.  
 
 
2.2.9.6  Reinigung von DNA-Fragmenten und Sequenzierung 
PCR-Produkte und Fragmente aus Restriktionsverdaus wurden mittels QIAquick Säulchen 
(Qiagen) entsprechend des PCR-Purification-Protokolls bzw. des Gel-Extraction-Protokolls 
gereinigt. DNA-Fragmente größer als 5000 bp wurden mithilfe des JETsorb Gel Extraction 
Kit 300 (Genomed) aus Gelen extrahiert. 
Alle Sequenzierungen wurden von der Firma SMB (Services in Molecular Biology, 
Rüdersdorf, Deutschland) durchgeführt. 
 
 
2.2.9.7  Extraktion von RNA 
RNA aus Pflanzengewebe wurde mit dem TRIzol® Reagenz (Invitrogen) nach den Angaben 
des Herstellers gewonnen.  
 
 
2.2.9.8  Qualität und Quantifizierung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration und Qualität von Nukleinsäurelösungen wurde mit dem NanoDrop® 1000 
(peqLab) photometrisch bestimmt. 
 
 
2.2.9.9  Agarosegelelektrophorese von DNA  
DNA-Proben wurden mit 0,2 Vol. 5x DNA-Ladepuffer versetzt und in 0,8-2 % (w/v) 
Agarosegelen parallel zu einem Größenstandard (GeneRuler™ 1 kb Ladder, 100 bp Plus 
DNA Ladder, Fermentas) in 1x TAE als Laufpuffer aufgetrennt (Sambrook und Russell, 
2001). Es wurden horizontale Elektrophoresekammern (PerfectBlue-Gelsystem Mini bzw. 
Midi, peqLab; Hoefer Scientific Instruments Model HE99X) bei einer Spannung von 
5-10 V/ cm verwendet. Die Visualisierung der DNA-Banden unter UV-Licht erfolgte am Gel 
Doc™ XR (Bio-Rad).     
 
5x DNA-Ladepuffer  30 % Glycerin, 10 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 % Bromphenolblau, 
    0,1 % Xylencyanol 
1x TAE   40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)  
 
 
2.2.9.10 Agarosegelelektrophorese von RNA 
RNA-Proben wurden mit 0,3 Vol. RNA-Ladepuffer gemischt, 10 min bei 85 °C denaturiert 
und auf 1 % (w/v) Agarosegelen neben 2 µl eines Größenstandards (RiboRuler™ RNA 
Ladder High Range bzw. Low Range, Fermentas) in 1x MEN aufgetrennt. Es wurden 
horizontale Elektrophoresesysteme (PerfectBlue-Gelsystem Mini bzw. Midi, peqLab) benutzt. 
Die angelegte Spannung betrug 5-10 V/ cm. Die RNA-Banden wurden unter UV-Licht 
sichtbar gemacht mit dem Gel Doc™ XR (Bio-Rad).     
 
RNA-Ladepuffer 50 Vol.-% Formamid, 20 Vol.-% Formaldehyd, 10 Vol.-% 
10x MEN, 20 Vol.-% Glycerol, 10 mM EDTA (pH 8,0), 0,2 % 
(w/v) Bromphenolblau, 0,2 % (w/v) Xylencyanol, 0,005 % (w/v) 
Ethidiumbromid   
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10x MEN 200 mM MOPS, 10 mM EDTA (pH 8,0), 80 mM NaAc, pH 8,0 
mit NaOH  
1x MEN 10 Vol.-% 10x MEN, 1 % (w/v) Formaldehyd 
RNA-Agarosegel 1 g Certified™ Molecular Biology Agarose (Bio-Rad) in 85 ml 
H2O und 10 ml 10x MEN aufkochen, nach Abkühlen auf 60 °C 
5 ml Formaldehyd zusetzen   
 
 
2.2.9.11 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von DNA  
Die PAGE diente der Auftrennung von Produkten der primer extension Analyse und der 
Sequenzierung nach der Fast Sequencing-Methode. Sie erfolgte in 0,4 mm dicken 
Polyacrylamidgelen in 0,6x TBE als Laufpuffer im Model S2 Sequencing Gel Electrophoresis 
Apparatus (Biometra). Die mit Formamidpuffer gemischten Proben wurden 10 min bei 85 °C 
denaturiert und nach einem 10-minütigen Vorlauf der Gele bei 50 W Konstantleistung für 
1,5 h aufgetrennt. Nach Überführung der Gele auf 3 MM Filterpapier (Whatman) wurden 
diese im Gel Dryer Model 583 (Bio-Rad) 30 min getrocknet und für drei Tage auf K-Type 
Imaging Screens exponiert. Die auf die Imaging Screens übertragenen Signale wurden mittels 
Phosphorimager (Molecular Imager FX, Bio-Rad) visualisiert und mithilfe der Software 
QuantityOne® Version 4.6.2 (Bio-Rad) ausgewertet.  
 
Sequenzgel  4 % Acrylamid, 7 M Harnstoff, 1x TBE, 0,05 % (w/v) APS, 
 0,0005 Vol.-% TEMED 
Acrylamid/Bis-Acrylamid- 
Stammlösung   Gel 40 (19:1, Roth) 
1x TBE   90 mM Tris-Base, 90 mM Borsäure, 1 mM EDTA (pH 8,0) 
 
 
2.2.9.12 DNA-Transfer (Southern Blot) 
Durch Restriktionsendonukleasen verdaute und gelelektrophoretisch aufgetrennte (s. 2.2.9.9) 
DNA wurde modifiziert nach Southern (1975) auf eine Nylonmembran (Hybond™-N+, 
Amersham Biosciences) transferiert. Der Transfer erfolgte nach dem Prinzip des Kapillarblots 
üN im Denaturierungspuffer. Anschließend wurde die Membran zweimal 20 min in 2x SSC 
gewaschen und zur Immobilisierung der DNA mit UV-Licht bestrahlt (150 mJ, GS-
GeneLinker-UV-Kammer, Bio-Rad). Danach erfolgte die Hybridisierung mit DNA-Sonden.  
 
Denaturierungspuffer  0,4 M NaOH, 0,6 M NaCl 
2x SSC   10 Vol.-% 20x SSC 
20x SSC   3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCl 
 
 
2.2.9.13 RNA-Transfer (Northern Blot) 
Elektrophoretisch aufgetrennte RNA (s. 2.2.9.10) wurde nach dem Prinzip des Kapillarblots 
in 10x SSC üN auf eine Nylonmembran (Hybond™-N+, Amersham Biosciences) übertragen. 
Danach wurde die Membran kurz in 10x SSC gewaschen und es erfolgte wie in 2.2.9.12 
beschrieben eine Immobilisierung der RNA durch UV-Licht. Die Membran wurde entweder 
trocken gelagert oder der Hybridisierung mit DNA-Sonden zugeführt. Zuvor wurde die 
Membran zur Qualitäts- und Beladungskontrolle mit Methylenblaulösung gefärbt (30 s 
Inkubation, Entfärben mit A. bidest).  
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10x SSC   50 Vol.-% 20x SSC 
Methylenblaulösung  0,3 M NaAc (pH 5,2), 0,03 % (w/v) Methylenblau 
 
 
2.2.9.14 Dot Blot-Transfer präzipitierter RNA 
Zu 20 µl IP-RNA (s. 2.2.10.5) wurden 300 µl Probenpuffer gegeben und die Proben 10 min 
bei 75 °C denaturiert. Nach Zugabe von 240 µl 20x SSC wurden 80 µl Probe pro Loch (Dot) 
auf eine Nylonmembran (Hybond™-N, Amersham Biosciences) übertragen. Zuerst wurden 
die Löcher mit 10xSSC gespült, anschließend erfolgte der Transfer der RNA-Proben  mithilfe 
des Bio-Dot® SF Microfiltration Apparatus unter Vakuum. Nach einem Waschschritt mit 
10x SSC wurde das Vakuum für weitere 5 min belassen. Danach wurde die Membran wie in 
2.2.9.12 beschrieben mit UV-Licht behandelt und trocken gelagert oder zur Hybridisierung 
herangezogen.   
 
Probenpuffer 66 Vol.-% deionisiertes Formamid, 21 Vol.-% Formaldehyd, 
13 Vol.-% 1x MEN 
 
 
2.2.9.15 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden 
Die Markierung von DNA-Sonden (PCR-Produkten) unter Einbau von [α-
32
P]-dCTP erfolgte 
mit dem DecaLabel™ DNA Labeling Kit (Fermentas) entsprechend den Vorgaben des 
Herstellers.  
Die Herstellung von DNA-Einzelstrangsonden erfolgte durch PCR mit Taq DNA-Polymerase 
(s. 2.2.9.4), wobei nur ein Oligonukleotid (rev-primer) eingesetzt wurde, sowie 100 ng PCR-
Produkt als template und [α-
32
P]-dCTP statt dCTP. Freie Radioaktivität wurde gemäß 
Herstellerangaben mithilfe von illustra MicroSpin G50-Säulchen (GE Healthcare) entfernt. 
Zur 5`-Endmarkierung von DNA-Oligonukleotiden mit [γ-
32
P]-ATP wurde die T4-
Polynukleotidkinase (Fermentas) entprechend den Angaben des Herstellers (forward 
reaction) verwendet. Freie Radioaktivität wurde gemäß Herstellerangaben mittels illustra 
MicroSpin G25-Säulchen (GE Healthcare) entfernt.  
 
Tab. 4: Oligonukleotide zur Erzeugung von DNA-Sonden. SB = Southern Blot, NB = Northern Blot 
Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Ziel Verwendung 
    
sb-tpNt-accD-fw CCTAGTGATTGGATTTCTATGC N. t. accD SB 
sb-tpNt-accD-rev GAATTATAGTAGGGATCTTCGC   
NB-Nt-accD-fw AAGAAGGAGTTCGAACGCAGG N. t. accD NB 
NB-Nt-accD-rev ACTATTTCGACTTTCACCACCAC   
Nt-psbA-fw GAAAGCGAAAGCCTATGGGG N. t. psbA NB 
Nt-psbA-rev CTAAGCTCCCACTCACGACCC   
Nt-psbD-fw GCCCTTGGTAAGTTTACCAAAGACG N. t. psbD NB 
Nt-psbD-rev GGAGAGCAACAAAAGTCCACAGACC   
Nt-psbE-fw GGAAGCACAGGAGAACGTTCG N. t. psbE NB 
Nt-psbE-rev CCAAAGGATCAAAACGGCC   
sb-tpNt-rpoB-fw TAAGTAGCAGAAGTCTGTTTCTAGGG N. t. rpoB SB 
sb-tpNt-rpoB-rev TTCCGTCAAACCTTGATCAATGAACC   
NB-Nt-rpoB-fw GGGATGGAAATGAGGGAATATC N. t. rpoB NB 
NB-Nt-rpoB-rev TTCGGTTCATATTTCGTCGACC   
NB-NtrpoC1Ex1-fw CAGCTCCGAATTGGATCAGT N. t. rpoC1 NB 
NB-NtrpoC1Ex1-rev GTTACTGGGCATGCGAGTTT   
NB-NtrpoC2-fw CGGGCACAACCAATCTCTAT N. t. rpoC2 NB 
NB-NtrpoC2-rev CAGTGCATTTCTCCGTCTGA   
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sb-tpNt-rrn16-fw GCAACTATGAATCTCATGGAG N. t. rrn16 SB, NB 
sb-tpNt-rrn16-rev CCGTCATTGCTTCTTCTCC   
NB-Oligo-Ntrrn16 CGTAGACAAAGCGGATTCGGAATTG N. t. rrn16 NB 
NB-OligotrnC GTCCTCTGCCTTACCACTCGG N. t. trnC NB 
NB-At18S-fw AAACGGCTACCACATCCAAG A. t. rrn18 NB 
NB-At18S-rev ACTCGAAAGAGCCCGGTATT   
5`AtaccD ATGGTTGGGATGAGCGTTCT A. t. accD NB 
3`AtaccD AAGTACCCGGATCAATCGAAA   
5`AtatpB AGGTCCTGTCGATACTCGCA A. t. atpB NB 
3`AtatpB ATCTAAAGGATCTACCGCTGGATA   
5`AtclpPcomplete CCGACTAGGATAAAGGATGCTATTG A. t. clpP NB 
3`AtclpPcomplete CCAAGAGGTTGATACCGAAATC   
5`AtpsbA ACTTCTGTTTTTATTATCGCATTCATTG A. t. psbA NB 
3`AtpsbA TCCATACCAAGGTTAGCACGG   
NB-AtrpoB-fw CCAAAAATTGAAGATATAGATCACG A. t. rpoB NB 
NB-AtrpoB-rev CATATCATCAAGTGTACCCATTCC   
NB-Atycf1-fw AATTCGGTCGTTGTGGTCGG A. t. ycf1 NB 
NB-Atycf1-rev TGCTAAATGCAGAGGCGCA   
NB-Atycf2-fw GATAGGAAGGGCTGTTGCACA A. t. ycf2 NB 
NB-Atycf2-rev GGGTCGAGGACTCCTTCTCC   
    
 
 
2.2.9.16 Hybridisierung und Detektion von DNA-Sonden 
Die Membranen wurden zunächst im Hybridisierungspuffer 1 h prähybridisiert. Für den 
Southern Blot wurden die DNA-Sonden (PCR-Produkte, s. 2.2.9.15) bei 58 °C in 
Hybridisierungspuffer üN mit der DNA hybridisiert. Die Inkubation von PCR- und 
Einzelstrangsonden (s. 2.2.9.15) mit RNA erfolgte bei 55 °C, von Oligonukleotidsonden (s. 
2.2.9.15) mit RNA bei 45 °C üN. Die Membranen wurden bei der jeweiligen 
Hybridisierungstemperatur gewaschen, für DNA-Membranen wie folgt: zweimal 20 min in 
Waschlösung 1, einmal 20 min in Waschlösung 2; für RNA-Membranen: zweimal 10 min in 
Waschlösung 2, einmal 10 min in Waschlösung 3, optional einmal 10 min in Waschlösung 4. 
Die Detektion der Sonden erfolgte mit Imaging Screens am Phosphorimager (Molecular 
Imager FX, Bio-Rad).  
 
Hybridisierungpuffer 0,25 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2 mit H3PO4), 7 % (w/v) 
SDS 
Waschlösung 1  2x SSC, 1 % (w/v) SDS 
Waschlösung 2  1x SSC, 0,5 % (w/v) SDS 
Waschlösung 3  0,5x SSC, 0,1 % (w/v) SDS 
Waschlsöung 4  0,1x SSC, 0,1 % (w/v) SDS 
 
 
2.2.9.17 Primer extension Analyse 
Zur 5`-Endmarkierung wurden 10 pmol des jeweiligen, genspezifischen Oligonukleotids in 
PNK-Reaktionspuffer A (Fermentas) mit 10 U T4-Polynukleotidkinase (Fermentas) und 
50 µCi [γ-
32
P]-ATP in einem Gesamtvolumen von 10 µl für 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach 
Zugabe von 40 µl 1x Hybridisierungspuffer wurde freie Radioaktivität mittels illustra 
MicroSpin G25-Säulchen (GE Healthcare) entfernt.  
Je nach erwarteter Signalstärke wurden 8-15 µg RNA in 1x Hybridisierungspuffer an 0,6 
pmol des radioaktiv-markierten Oligonukleotids in einem Gesamtvolumen von 15-25 µl 
hybridisiert. Das Gemisch wurde erst 10 min bei 85 °C erhitzt, und dann für 3 h bei 42 °C 
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inkubiert. Die RNA-Oligonukleotid-Dimere wurden nach Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat 
(pH 5,2) und 2,5 Vol. 96 % Ethanol üN bei -20 °C gefällt.  
Das nach Zentrifugation gewonnene Pellet wurde in 80 % Ethanol gewaschen, getrocknet und 
in 20 µl  Reaktions-Mix aus First Strand-Puffer (Invitrogen), 100 nmol DTT, 1 µg 
Actinomycin D (Roth), je 20 nmol dNTPs, 13 U RiboLock™ RNase-Inhibitor (Fermentas) 
und 200 U Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) resuspendiert. Die reverse 
Transkription erfolgte für 2 h bei 55 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl 0,5 M 
EDTA (pH 8,0) gestoppt. Es folgte ein RNase-Verdau mit RNaseA/T1-Mix (Fermentas) für 
30 min bei 37 °C und danach eine Fällung der cDNA mit 0,1 Vol. 3 M NaAc (pH 5,2) und 2,5 
Vol. 96 % Ethanol üN bei -20 °C. Das Präzipitat wurde gewaschen, in 5 µl Formamidpuffer 
aufgenommen und anschließend mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese (s. 
2.2.9.11) analysiert.  
 
10x Hybridisierungspuffer 0,1 M Tris/HCl (pH 8,3), 1,5 M KCl, 10 mM EDTA 
Formamidpuffer 96 % (v/v) Formamid, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau, 0,02 % 
(w/v) Xylencyanol 
 
Tab. 5: Oligonukleotide für die primer extension Analyse.  






N. t. accD 
 
59771 
peNtaccD-Mut CTAGGATTATTAACTAATAAGGATTGT N. t. accD 59733 
peNtaccD33b TTAATATGTTGGAACCCCCTTTATATTA N. t. accD 59659 
PENtrpoB-106 CCGAATCACATGAAATTTTACCCAAC N. t. rpoB 27622 
peNtrpoB-Mut GCTACTTAGACTTATTAATTAAGTTATAG N. t. rpoB 27788 
PENtrrn16 GATTCATAGTTGCATTACTTATAGCTTCC N. t. rrn16 102762 
EmCEaadA-1477 TATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTA E. c. aadA - 
PEAtaccD CCACGATTTTTCCATAGAGCTTCTG A. t. accD 57089 
PE4AtatpB CAAGCGGATGTGGAATTCAATTTT A. t. atpB 54281 
PEAtclpP GGTACTTTTGGAACGCCAATAGGC A. t. clpP 71857 
PEAtpsbA TCCAGTTACAGAAGCGACCCCATAG A. t. psbA 1384 
PE4AtrpoB TACTGAATCACATGAAATTTTATCCAACTCC A. t. rpoB 26445 
PE3Atrrn16 CGTAGACAAAGCTGATTCGGAATTG A. t. rrn16 100979/137670 
 
   
 
2.2.9.18 Radioaktive Sequenzierung von DNA (Fast Sequencing) 
Es wurden 2 µg Plasmid-DNA mit 100 nmol NaOH in 4 µl Gesamtvolumen bei 37 °C für 
5 min denaturiert. Die weiteren Schritte des Fast Sequencing wurden mit dem DNA 
Sequenase™ Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB) entsprechend den Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Die Produkte der Reaktion wurden mittels denaturierender 
Polyacrylamidgelelektrophorese (s. 2.2.9.11) analysiert  
 
 
2.2.9.19 Quantitative real-time PCR 
Für die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) wurde die extrahierte RNA (s. 2.2.9.7) 
mithilfe des RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben gereinigt. 
Nach Bestimmung der RNA-Konzentration (s. 2.2.9.8) wurde zur Qualitäts- und 
Mengenkontrolle eine Agarosegelektrophorese (s. 2.2.9.10) durchgeführt. Danach erfolgte die 
Synthese von cDNA aus 2 µg Gesamt-RNA (RT+) mit dem QuantiTect® Reverse 
Transcription Kit (Qiagen) entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Als Kontrollreaktion 
wurden 0,5 µg RNA für eine Synthese ohne Reverse Transkriptase (RT-) eingesetzt.  
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Die PCR-Reaktion erfolgte mit dem 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) und 
Sonden des Universal Probe Library Set (Roche Applied Science) gemäß Herstellervorgaben. 
Die genspezifischen Oligonukleotid-Paare ergaben PCR-Produkte von 70-100 bp. Eine 15 µl-
Reaktion enthielt 50 ng cDNA (33,3 Vol.-% RT+ bzw. RT-), 0,5 Vol.-% TaqMan® Fast 
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), jeweils 1 µM Oligonukleotid und 100 nM 
Sonde. Folgendes PCR-Programm wurde genutzt: 95 °C/ 10 min; 40 Zyklen mit 95 °C/ 15 s, 
60 °C/ 1 min. Als weitere Kontrolle wurde für jedes primer-Paar eine Probe ohne template 
(NTC) mitgeführt. Jedes biologische Replikat wurde in zwei technischen Replikaten, und 
jedes technische Replikat in Triplikaten analysiert. Zur Auswertung der Daten wurde die 
Sequence Detection Software 1.4 (Applied Biosystems) herangezogen. Zur Normalisierung 
aller Quantifizierungen wurde die Transkriptmenge von nuklearem Ubiquitin (UBQ) als 












Tab. 6: Oligonukleotid-Paare für die qRT-PCR und Sonden des Universal Probe Library Set 
Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Position Probe Library Nr. 
    
qNt-UBQ-5` GGACCAGCAGAGGTTGATCT Chromosom IV 38 
qNt-UBQ-3` TCAGCCAAGGTCCTTCCAT Chromosom IV  
qRT-NtaccD-left GCAAATAGGGGGCAAGAAA 59825 cpDNA 157 
qRT-NtaccD-right CTGCGTTCGAACTCCTTCTTA 59901 cpDNA  
5`q_NtrpoB CTCGAACGAGCAATCGAAA 24384 cpDNA 50 
3`q_NtrpoB TCATTGGGGGAACAATACCT 24446 cpDNA  
    
 
 
2.2.9.20 5´-RACE Analyse 
Primäre 5´-Enden plastidärer Transkripte von Tabak wurden mittels 5´-RACE nach Bensing 
et al. (1996) mit folgenden Modifikationen kartiert. 5´-Triphosphate wurden in 
Monophosphate umgewandelt durch Behandlung von 2 µg RNA mit 10 U Tobacco Acid 
Pyrophosphatase (TAP, Epicentre) in Gegenwart von 40 U RiboLock™ RNAse-Inhibitor 
(Fermentas) im entsprechenden Puffer für 1 h bei 37 °C. Im Kontrollversuch wurde keine 
TAP hinzugefügt. Die RNA wurde mit Roti®-Phenol (Roth) extrahiert, durch Zugabe von 
3 Vol. 96 % EtOH/ 3 M NaAc pH 5,2 (30:1) üN bei -20 °C gefällt, in 70 % EtOH gewaschen 
und in A. bidest aufgenommen.  
Die Ligation von 10 pmol 5´-RNA-Oligonukleotid RUMSH (Metabion) an die 5´-
Transkriptenden erfolgte mit 50 U T4 RNA Ligase (Epicentre) für 1 h bei 37 °C in Gegenwart 
von 40 U RiboLock™ RNAse-Inhibitor (Fermentas) und 100 nmol ATP im entsprechenden 
Puffer. Die RNA wurde wie zuvor beschrieben extrahiert, gefällt, gewaschen und in 2 µl A. 
bidest resuspendiert.  
Davon wurde 1 µl mit 1 µl genspezifischen RT-Oligonukleotid (P1) bei 75 °C für 10 min 
denaturiert und durch Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) entsprechend den 
Herstellerangaben für 1 h bei 55 °C revers transkribiert. Nach Inkubation mit 2,5 U RNase H 
(Fermentas) für 20 min bei 37 °C wurde die cDNA durch Zugabe von 3 Vol. 96 % EtOH/ 3 M 
NaAc pH 5,2 (30:1) üN bei -20 °C gefällt, in 70 % EtOH gewaschen und in 20 µl A. bidest 
aufgenommen. Es folgten zwei PCR-Reaktionen mit Taq DNA-Polymerase (s. 2.2.9.4). Die 
erste PCR erfolgte mit 10 Vol.-% der cDNA, dem genspezifischen Rückwärts-primer P1 und 
dem RUMSH-spezifischen Vorwärts-primer 1. Die zweite PCR wurde mit 2/50 der ersten 
PCR als template, dem RUMSH-spezifischen Vorwärts-primer 2 und einem genspezifischen 
Rückwärts-primer, der weiter stromaufwärts hybridisiert (nested PCR), durchgeführt. 
Material und Methoden 37 
 
Folgendes Programm wurde genutzt: 94 °C/ 1 min; 35 Zyklen mit 95 °C/ 30 s, 54-58 °C/ 30 s, 
72 °C/ 1 min; 72 °C/10 min. Die Produkte wurden gelelektrophoretisch analysiert (s. 2.2.9.9), 
aus dem Gel extrahiert (s. 2.2.9.6), in pGEM®-T kloniert (s. 2.1.4, Tab. 2) und sequenziert. 
 
Tab. 7: Oligonukleotide für die 5´-RACE Analyse 










RUMSH-1 TGATCCAACCGACGCGAC RUMSH PCR1 
RUMSH-2 ACCGACGCGACAAGCTAATGC RUMSH PCR2 
RACE-NtrpoB-1 TGAACGGAGGAAGAAAGAGAA N. t. rpoB RT, PCR1 
RACE-NtrpoB-2 GGAATTTTCAACAGATACAAATGG N. t. rpoB PCR2 
RACE-NtaccD-1 CTGCGTTCGAACTCCTTCTT N. t. accD RT, PCR1 
RACE-NtaccD-2 TTTCTTGCCCCCTATTTGC N. t. accD PCR2 
RACErrnNt-rev1 TCCCAAGGGCAGGTTCTTAC N. t. rrn16 RT, PCR1 
RACErrnNt-rev2 CCACTGGAAACACCACTTCC N. t. rrn16 PCR2 




2.2.9.21 Detektion der Edierungsstelle von rpoB aus Tabak 
Jeweils 3 µg Gesamt-RNA wurden zur Entfernung genomischer DNA mit 2 µl Wipeout 
Buffer des QuantiTect® Reverse Transcription Kits (Qiagen) in einem Gesamtvolumen von 
14 µl bei 42 °C für 5 min inkubiert und die Reaktion wurde auf Eis gestoppt. Nach Zugabe 
von 1 µl rpoB-spezifischem Rückwärts-primer und Denaturierung bei 75 °C für 10 min 
erfolgte die reverse Transkription durch Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) 
entsprechend den Herstellerangaben für 1 h bei 55 °C. Es wurde jeweils ein Ansatz ohne 
Enzym als Kontrolle mitgeführt. Der Reaktionsansatz wurde mit 1 µl RNase A/T1-Mix 
(Fermentas) verdaut. Die cDNA wurde mit Roti®-Phenol (Roth) extrahiert und mit 3 Vol. 
96 % EtOH/ 3 M NaAc pH 5,2 (30:1) üN bei -20 °C gefällt, in 70 % EtOH gewaschen und in 
20 µl A. bidest aufgenommen. Davon wurden 2 µl für eine PCR mit rpoB-spezifischen 
Rückwärts- und Vorwärts-Oligonukleotiden und Taq DNA-Polymerase eingesetzt. Eine 
zweite PCR wurde mit 1/10 der ersten PCR und denselben Oligonukleotiden durchgeführt. 
Folgendes Programm wurde genutzt: 94 °C/ 1 min; 35 Zyklen mit 95 °C/ 30 s, 54 °C/ 30 s, 72 
°C/ 1 min; 72 °C/10 min. Die Produkte wurden gelelektrophoretisch analysiert (s. 2.2.9.9), 
aus dem Gel extrahiert (s. 2.2.9.6), in pGEM®-T kloniert (s. 2.1.4, Tab. 2) und sequenziert.     
 
Tab. 8: Oligonukleotide für die Detektion der rpoB-Edierungsstelle 
Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Ziel  
   
Ed-NtrpoB-fw AATTTTAGCGGATGGTGCTG N. t. rpoB 
Ed-NtrpoB-rev TGGGCTTCTAAATGCGGTAT N. t. rpoB 
   
 
 
2.2.9.22 Differentielle RNA-Sequenzierung (Illumina Sequenzierung) 
Chloroplasten der auf MSSpec-Medium angezogenen Tabakmutanten wurden isoliert (s. 2.2.6) 
und RNA mit TRIzol (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers präpariert. Die 
Qualität der RNA wurde durch Agarosegelelektrophorese überprüft, die RNA durch DNAse I 
(NEB) von genomischer DNA befreit, mit Roti®-Phenol (Roth) extrahiert und üN mit 2,5 
Vol. 96 % EtOH/ 0,1 M NaAc pH 6,5 präzipitiert. Der DNA-Verdau wurde mittels PCR mit 
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Oligonukleotiden überprüft, die die Promotorregion von psbD amplifizieren (s. Tab. 9). 5 µg 
RNA jeder Probe wurden zur Entfernung prozessierter Transkripte mit TEX (Epicentre) 
verdaut bzw. als Kontrolle nur in Puffer inkubiert. Die TEX- und anschließende TAP-
Behandlung, die Präparation der cDNA-Bibliothek und die Illumina Sequenzierung erfolgten 
wie in Zhelyazkova et al. (2012b) beschrieben. Die Sequenzierung wurde am Max Planck 
Institut für Molekulare Genetik (Berlin) durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte 
durch Abgleich mit dem Tabak Plastom und mit der jeweiligen Gensequenz inklusive 
Veränderungen mithilfe des Integrated Genome Browser Version 6.1 bzw. 6.7 (Affymetrix) 
wie in Zhelyazkova et al. (2012b) erläutert. Dabei erfolgte die Normalisierung der einzelnen 
reads für jede Mutante gegen die Gesamtzahl der kartierten Chloroplasten-reads, und zur 
Vereinfachung der Darstellung wurde die relative Anzahl der kartierten reads (tatsächliche 
reads : 100) gegen die Plastompositionen bzw. aadA-Sequenz aufgetragen. Auch die 
Annotation von Transkriptionsstartstellen (TSS) wurde wie in Zhelyazkova et al. (2012b) 
beschrieben durchgeführt. Die Analyse potentieller NEP- und PEP-Promotoren erfolgte 
manuell innerhalb des Sequenzbereichs -50 bis -1 relativ zur TSS. Dabei wurden YRTa-
Motive 2-5 Nukleotide und -10-Boxen 3-9 Nukleotide stromaufwärts der TSS erwartet (Sun 
et al., 1989; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007; Zhelyazkova et al., 2012b), sowie -35-Boxen 
15-21 Nukleotide stromaufwärts des -10-motivs (Harley und Reynolds, 1987). Für die -10- 
und -35-Boxen (TAtaaT und TTGaca) wurde eine Ähnlichkeit von 50% zum gesamten 
Konsensus und 60% Übereinstimmung mit den überrepräsentierten Nukleotiden des 
Konsensus erwartet.   
 
Tab. 9: Oligonukleotide zur Überprüfung der DNA-Kontamination 
Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Ziel  
   
P3 CGAAAGGTTAGAAATCAACAAAA N. t. PpsbD 
P4 GCTCCAATTTCATCTCTATC N. t. PpsbD 




2.2.10.1 Isolation von Proteinen 
Zur Isolation von Proteinen aus Pflanzengeweben wurde das Pflanzenmaterial in flüssigem 
Stickstoff homogenisiert und mit Proteinextraktionspuffer gemischt (ca. 300 mg/ 1 ml). Durch 
Zentrifugation bei 16000g für 10 min wurden z.T. die unlöslichen von den löslichen 
Zellbestandteilen getrennt. Zur Solubilisierung von Membranproteinen wurde dem 
Extraktionspuffer 1 % Triton X-100 zugesetzt.  
 
Proteinextraktionspuffer 100 mM Tris (pH 7,0), 10 % (w/v) Saccharose, 5 mM EDTA 
(pH 8,0), 40 mM β-Mercaptoethanol, 2 mM PMSF, 0,04 Vol.-% 
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science) 
Complete Protease Inhibitor  
Cocktail Stammlösung 1 Tablette in 2 ml A. bidest 
 
 
2.2.10.2 Quantifizierung von Proteinlösungen 
Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlösungen erfolgte nach Bradford (1976) mit 
dem Bio-Rad Protein Assay entsprechend den Angaben des Herstellers im Abgleich mit einer 
BSA-Eichgerade. Zur photometrischen Messung diente das Novaspec® II Spectrophotometer 
(Pharmacia Biotech).  
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2.2.10.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen wurde nach Laemmli (1970) in einer 
Hoefer™ SE 260 Kammer (Amersham Biosciences) durchgeführt. Proteinlösungen wurden 
mit 1x Ladepuffer gemischt, bei 65 °C für 20 min denaturiert und in Standard SDS-
Polyacrylamidgelen (5 % Sammelgel, 7,5-15 % Trenngel) parallel zu einem Größenstandard 
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Unstained Protein Molecular Weight Marker, 
Fermentas) bei 150 V aufgetrennt.    
 
1x Ladepuffer   62,5 mM Tris/HCl (pH 6,8), 10 % (w/v) Glycerol, 2 % (w/v)
    SDS, 5 % β-Mercaptoethanol, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
Acrylamid/Bis-Acrylamid- 
Stammlösung   Gel 30 (37,5:1, Roth) 
Sammelgel   5 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCL (pH 6,8), 0,1 % (w/v) SDS, 
    0,1 % (w/v) APS, 0,1 Vol.-% TEMED 
Trenngel 7,5-15 % Acrylamid, 375 mM Tris/HCL (pH 8,8), 0,1 % (w/v) 
SDS, 0,1 % (w/v) APS, 0,1 Vol.-% TEMED 
Laufpuffer   25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS 
Coomassie-Färbelösung 0,05 % (w/v) Coomassie R-250, 0,125 Vol.-% Isopropanol, 
0,05 % Vol.-% Essigsäure 
Entfärbelösung 25 Vol.-% Isopropanol, 10 Vol.-% Essigsäure 
 
Die Proteingele wurden anschließend gefärbt (1 h Inkubation in Coomassie-Färbelösung, 2 h 
Entfärben) oder für den Western-Transfer verwendet. 
Eine Silberfärbung von Gelen erfolgte mit dem SilverQuest™ Kit (Invitrogen) nach den 
Angaben des Herstellers. Die Kolloidale Coomassie-Färbung wurde mit Roti®-Blue Colloidal 
Coomassie staining (Roth) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. 
 
 
2.2.10.4 Protein-Transfer und Immunodetektion (Western Blot) 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mithilfe einer Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer Cell (Bio-Rad) in Transferpuffer bei 25 V für 1 h auf eine Nitrocellulose-
Membran (Hybond™-C Extra, Amersham Biosciences) transferiert. Durch anschließende 
Ponceau-Färbung (5 min Inkubation mit Ponceaulösung, Entfärben mit A. bidest) erfolgte eine 
Qualitätskontrolle und Mengenstandardisierung.    
Die Membran wurde 1 h oder üN in Blockierungslösung inkubiert. Die anschließende 
Inkubation mit dem primären Antikörper (in TBST mit 1 % Milchpulver) erfolgte für 1,5 h. 
Nach zwei 15-minütigen und zwei 5-minütigen Waschschritten in TBST wurde die Membran 
mit dem HRP-konjugierten, sekundären Antikörper für 1 h inkubiert. Nach drei 15-minütigen 
Waschschritten in TBST erfolgte die Detektion des Sekundär-Antikörpers durch 
Chemilumineszenz (Amersham™ ECL Advance™ Western Blotting Detection Kit, GE 
Healthcare). Die Visualisierung der Signale erfolgte entweder mit Röntgenfilmen 
(Hyperfilm™ MP, Amersham Biosciences) oder mit dem Molecular Imager® ChemiDoc™ 
XRS+ (Bio-Rad) und der Image Lab™ Software (Bio-Rad).  
 
Transferpuffer  48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 
0.0375% (w/v) SDS  
Ponceaulösung 30 % (w/v) Trichloressigsäure, 30 % (w/v) 5-Sulfosalicylsäure, 
2 % (w/v) Ponceau S (Merck) 
Blockierungslösung 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST 
TBST    100 mM Tris/HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl,  0,1% Tween 20 
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2.2.10.5 Immunopräzipitation (IP) für RIP-Chip und Dot Blot 
Alle Zentrifugationen und Inkubationen wurden bei 4 °C durchgeführt. Eingesetzt wurde das 
Stroma von 3xFLAG-RpoTp bzw. 3xFLAG-RpoTmp. Als Kontrolle wurde entweder eine IP 
mit Wt-Stroma und Anti-FLAG-Antikörper durchgeführt oder eine IP mit 3xFLAG-RpoTp-
Stroma mit Anti-HA-Antikörper. Es wurden je Immunopräzipitation 200 µl (0,5 – 1 mg 
Protein) Arabidopsis-Stroma mit 1 µl RiboLock™ RNAse-Inhibitor (Fermentas) versetzt und 
zur Entfernung restlicher Membranbestandteile 5 min bei 16000g zentrifugiert. Pro IP-
Reaktion wurden 50 µl Dynabeads® Protein G (Invitrogen) dreimal mit Co-IP-Puffer 
gewaschen und in 100 µl Co-IP-Puffer
+
 aufgenommen. Das Stroma wurde 10 min mit 25 µl 
Dynabeads inkubiert. Nach Entfernung der Dynabeads mittels MagnaRack™ (Invitrogen) 
wurden 2 – 5 µl (5 µg) Antikörper (Anti-FLAG bzw. Anti-HA) zugegeben und das Gemisch 
für 1 h auf einem Rotations-Inkubator (Intelli-Mixer, neoLab®, Programm F1 bei 30 rpm) 
inkubiert. Anschließend wurden 75 µl Dynabeads zugesetzt und eine weitere Stunde 
inkubiert. Der Überstand wurde von den Dynabeads (Pellet) befreit. Das Pellet wurde dreimal 
in jeweils 5 Vol. Co-IP-Puffer
+
 gewaschen. Aus Überstand und Pellet wurde durch Extraktion 
mit Roti®-Phenol (Roth) und Ethanolfällung RNA isoliert, in 20 µl A. bidest resuspendiert 
und für den RIP-Chip (s. 2.2.11) oder Dot Blot (s. 2.2.9.14) weiterverwendet.  
Von Stroma, Überstandsfraktion und Pellet wurden Aliquots für die Analyse durch 
Proteingelelektrophorese (s. 2.2.10.3) entnommen.  
 
Co-IP-Puffer 20 mM Tris/HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,5 Vol.-% 
Nonidet P-40,  
Co-IP-Puffer
+




2.2.10.6 IP zur Co-Präzipitation potentiell interagierender Proteine 
 
Tabak: IP mit HFS-/ VMF-Tp 
 
200-500 µl Stroma der jeweiligen 14 d bis 28 d alten transgenen Pflanze und des Wildtyps 
wurden entweder mit 5 µg Anti-FLAG bzw. Anti-HA Antikörper für 1-3 h oder üN und 
anschließend mit 50-100 µl in Co-IP-Puffer 1 äqilibrierter rec-Protein-A-Sepharose® 4B 
(Invitrogen) üN oder für 3 h bei 4 °C oder RT auf einem Intelli-Mixer (neoLab®) inkubiert, 
oder das Stroma wurde zuerst mit der Sepharose und danach mit dem Antikörper inkubiert. 
Nach dreimaligem Waschen der Matrix bei 380g für je 5 min mit je 10 Vol. Co-IP-Puffer 1 
erfolgte die Elution der Proteine mit 1x Ladepuffer (s. 2.2.10.3) bei 95 °C für 10 min.  
 
 
Arabidopsis: IP mit 3xFLAG-RpoTp/ Tmp  
 
100-300 µl Stroma der 14 d alten transgenen Linien sowie des Wildtyps wurden entweder erst 
mit 5 µg Anti-FLAG oder Anti-HA Antikörper für 1-3 h oder üN und anschließend mit 50-
100 µl in Co-IP-Puffer 1 oder Co-IP-Puffer 2 äqilibrierter rec-Protein-A-Sepharose® 4B 
(Invitrogen) üN oder für 3 h bei 4 °C oder RT auf einem Intelli-Mixer (neoLab®) inkubiert, 
oder das Stroma wurde erst mit der Sepharose und danach mit dem Antikörper inkubiert. 
Alternativ wurde das Stroma mit 50-100 µl in Co-IP-Puffer 1 bzw. 2 äqulibriertem Anti-
FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma) für 3 h oder üN bei 4 °C oder RT inkubiert. Die jeweils 
verwendete Matrix wurde danach dreimal mit je 10 Vol. Co-IP-Puffer 1 bzw. 2 gewaschen. 
Die Proteine wurden mit 1x Ladepuffer (s. 2.2.10.3) eluiert.   
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Die Analyse der jeweiligen Eluate erfolgte mittels SDS-PAGE. Dafür wurden entweder 
Standardgele verwendet (s. 2.2.10.3) oder es wurden Gradientengele aus 15 %iger und 
10 %iger SDS-Trenngel-Lösung gegossen. Die Gele wurden nach der Elektrophorese mit 
Silber oder kolloidalem Coomassie gefärbt (s. 2.2.10.3). 
 
Co-IP-Puffer 1 25 mM Tris/HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 Vol.-% 
Nonidet P-40, 0,04 Vol.-% Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche Applied Science) 
Co-IP-Puffer 2 50 mM Tris/HCl (pH 7,5), 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 Vol.-% 
Nonidet P-40, 0,04 Vol.-% Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche Applied Science) 
 
 
Hitze-Denaturierung von HFS-/ VMF-Tp 
 
100 µl Stroma wurden für 10 min bei 85 °C inkubiert. Nach Abkühlen erfolgte erst die 
Inkubation mit 5 µg Anti-FLAG bzw. Anti-HA Antikörper für 3 h bei 4 °C  und anschließend 
mit 100 µl rec-Protein-A-Sepharose üN bei 4 °C. Die Proteine wurden nach dreimaligem 
Waschen mit IP-Puffer 1 mit 1x Ladepuffer (s. 2.2.10.3) eluiert. 
 
 
Harnstoff-Denaturierung von HFS-/ VMF-Tp 
 
100 µl Stroma wurden mit 200 µl 5 M Harnstoff für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
wurde das Stroma im Dialyseschlauch (Snake Skin) gegen 1 l Lysepuffer (s. 2.2.6) bei 4 °C 
üN dialysiert. Danach erfolgte die IP mit Inkubation mit Anti-FLAG Antikörper für 3 h und 
mit rec-Protein-A-Sepharose üN bei 4 °C. Nach dreimaligem Waschen mit IP-Puffer 1 
wurden die Proteine mit 1x Ladepuffer (s. 2.2.10.3) eluiert.  
 
 
2.2.10.7 Heterologe Expression von Epitop-markierten RpoTs aus N. t. und A. t. 
2.2.10.7.1 Plasmide zur heterologen Expression Epitop-markierter RpoTs 
Die Plasmide zur Expression 6xHis-fusionierter Arabidopsis RpoTs (pCold-His-RpoTp, 
pCold-His-RpoTmp und pCold-His-RpoTm) wurden von Alexandra-Viola Bohne im Rahmen 
ihrer Dissertation kloniert (Bohne, 2009). Entsprechende Plasmide zur Expression der Tabak 
Phagentyp-Polymerasen wurden ebenfalls von Alexandra-Viola Bohne hergestellt und 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt.   
Als weiteres System zur Expression von 6xHis-Fusionsproteinen wurde pJS-HisEx 
hergestellt. Hierfür wurde von Dr. Anne Karradt (HU Berlin/ Biochemie) der Vektor pBB14 
zur Verfügung gestellt. In pBB14 wurde durch gezielte Mutagenese eine NdeI-Schnittstelle 
vor der für GST kodierenden Sequenz in pGEX-2TK eingeführt und die Nukleotidsequenz 
von nblA aus Anabaena sp. PCC 7120 NdeI/NdeI inseriert. Durch NdeI/SmaI-Verdau wurden 
nblA, GST-Sequenz, Thrombin- und Kinase-site entfernt, und die für den 6xHis-tag 
kodierende Sequenz (s. Anhang, Tab. A1) ligiert. Die Nukleotidsequenzen, welche für die 
Tabak und Arabidopsis RpoTp und RpoTmp kodieren, wurden mit den Oligonukleotiden 
GST-AtRpoTp_fw , GST-At/NtRpoTp_rev, GST-NtRpoTp_fw2, GST-NtRpoTp_rev2, GST-
AtRpoTmp_fw, GST-AtRpoTmp_rev, GST-NtRpoTmp_fw, GST-NtRpoTmp_rev (s. 
Anhang, Tab. A1) aus den jeweiligen pCold-basierten Expressionsplasmiden amplifiziert und 
SmaI/SmaI in pJS-HisEx kloniert. Die Position der Vorwärts-primer wurde so gewählt, dass 
lediglich Nukleotide N-terminal wegfallen, die für das Transitpeptid kodieren, sodass eine 
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vollständige, funktionelle Polymerase exprimiert werden kann. Die resultierenden Plasmide 
pJS55, pJS56, pJS57 und pJS58 sind in Tab. 2 (s. 2.1.4) näher beschrieben.   
Dieselben PCR-Produkte wurden außerdem zur Ligation mit dem SmaI/SmaI-verdauten 
pGEX-2TK verwendet. Die resultierenden Vektoren pJS19, pJS20, pJS53 und pJS54 (s. 2.1.4, 
Tab. 2) dienten der heterologen Expression von Glutathion-S-Transferase (GST)-fusionierten 
RNA-Polymerasen.       
 
 
2.2.10.7.2 Überexpression Epitop-markierter RpoTs 
 
Expression mit dem pCold-System 
 
Die Expression der 6xHis-markierten RNA-Polymerasen mit dem pCold-System erfolgte wie 
in Bohne (2009) beschrieben. Als Kontrolle für spätere pulldown assays wurden E. coli 
BL21-Zellen mit pCold DNAI transformiert und für die Expression und Reinigung eingesetzt. 
Die Zellen wurden nach Expression bei 5000g (Megafuge 1.0 R, Heraeus) geerntet. Für eine 
Analyse der Expression mittels SDS-PAGE (s. 2.2.10.3) wurden der Kultur vor der Induktion 
und nach der Expression je 200 µl entnommen, 1 min bei 16000g zentrifugiert, und das Pellet 
in 50 µl 1x Ladepuffer resuspendiert.    
 
 
Expression mit dem pGEX-System bzw. pJS-HisEx-System 
 
Für die Überexpression der 6xHis-RpoTs mit dem pJS-HisEx-System und für die Expression 
der GST-Fusionsproteine und des GST wurden die mit pJS55/pJS56/pJS57/pJS58 bzw. mit 
pJS19/pJS20/pJS53/pJS54 und pGEX-2TK transformierten E. coli BL21-Zellen in einer 5 ml-
Vorkultur in LBAmp/Cm (100 µg/ml Ampicillin, 34 µg/ml Chloramphenicol) üN bei 37 °C und 
220 rpm angezogen. 500 ml LBAmp-Hauptkultur wurden durch Zugabe der Vorkultur 
angeimpft und bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer OD600nm von 0,5 wachsen gelassen. Nach 
Zugabe von 1 mM IPTG wurde die Kultur bei 18 °C für 20 h bei 220 rpm geschüttelt und 
anschließend durch Zentrifugation für 15 min bei 6000g (Megafuge 1.0 R, Heraeus) und 4 °C 
geerntet. Für die Analyse der Expression mittels SDS-PAGE (s. 2.2.10.3) wurden der Kultur 
vor der Induktion und nach der Expression je 200 µl entnommen, 1 min bei 16000g 
zentrifugiert, und das Pellet in 50 µl 1x Ladepuffer resuspendiert.  
 
 
2.2.10.7.3 Reinigung Epitop-markierter RpoTs 
 
Reinigung von 6xHis-Fusionsproteinen 
 
Der Aufschluss der Zellen nach Expression mit dem pCold-System in Puffer A1, sowie die 
Reinigung mittels Affinitätschromatographie mit Ni
2+
-NTA-Agarose (Qiagen) mit den 
Puffern A2 bis AE erfolgten wie in Bohne (2009) beschrieben. Nach Einengen des Eluat-
Volumens durch Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices (Ausschlussvolumen 50 kDa; 
Millipore) entsprechend den Herstellerangaben auf ca. 500 µl erfolgte ein Pufferwechsel 
durch dreimaliges Zugeben von je 1 Vol. Puffer AD und erneutes Zentrifugieren. Im letzten 
Zentrifugationsschritt wurde das Volumen der Proteinlösung auf ca. 100 µl eingeengt und die 
Lösung bei -20 °C für maximal sechs Wochen gelagert.  
Zellaufschluss und Reinigung der mit dem pJS-HisEx-System exprimierten, rekombinanten 
6xHis-Polymerasen erfolgte wie für die durch die pCold-basierten Plasmide exprimierten 
6xHis-RpoTs beschrieben.  
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Puffer A1 100 mM Tris/HCl (pH 7,8); 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol 
Puffer A2 Puffer A1; 1 mM PMSF; 1 mM Benzamidin; 0,5 mM DTT 
Puffer A3 20 mM Tris/HCl (pH 7,0); 300 mM NaCl; 5 mM Imidazol 
Puffer A4 20 mM Tris/HCl (pH 7,0); 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol 
Puffer A5 20 mM Tris/HCl (pH 7,0); 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol 
Puffer A6 20 mM Tris/HCl (pH 7,0); 300 mM NaCl; 30 mM Imidazol 
Puffer AE 20 mM Tris/HCl (pH 7,0); 300 mM NaCl; 100 mM Imidazol 




Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
 
Für die Reinigung der GST-fusionierten RpoTs wurden die Zellen in 8-10 ml GST-RE-Puffer 
resuspendiert und auf mehrere 2 ml-Eppendorfgefäße, die je ca. 1 g Glasperlen (Durchmesser 
0,17-0,18 mm; Sartorius) enthielten, so aufgeteilt, dass das Verhältnis Glasperlen zu 
Suspension etwa 1:1 betrug. Der Aufschluss der Zellen erfolgte bei 4 °C und maximaler 
Schwingfrequenz für 10 min in der Zellmühle (Modell MM2, Retsch). Nach Zentrifugation 
bei 4 °C und 6000g für 10 min wurden die Überstände gesammelt und zur Abtrennung 
restlicher Glasperlen und unlöslicher Zellbestandteile bei 4 °C und 6500g für 30 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend mit 100 µl in GST-RE-Puffer äquilibrierter 
Glutathione Sepharose™ 4B (GE Healthcare) üN bei 4 °C auf einem Intelli-Mixer (neoLab®)  
inkubiert. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 1000g wurde der Rohextrakt verworfen und 
die Glutathion Sepharose in 1 ml GST-RE-Puffer aufgenommen, in ein 1,5 ml-
Eppendorfgefäß überführt und erneut sedimentiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 
je 500 µl Puffer. Zur Elution der exprimierten, rekombinanten Proteine wurde die Matrix 
zweimal für 20 min mit je 200 µl  Glutathionlösung schüttelnd inkubiert. Die Überstände 
wurden vereinigt und mittels Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices 
(Ausschlussvolumen 50 kDa; Millipore) bzw. für GST mit Microcon® YM-10 Centrifugal 
Filter Devices (Ausschlussvolumen 10 kDa; Millipore) nach Herstellerangaben eingeengt und 
durch dreimalige Zugabe von GST-Lagerpuffer umgepuffert. Die Proteinlösungen wurden bei 
-20 °C maximal sechs Wochen gelagert.     
 
GST-RE-Puffer 50 mM Tris/HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10 % 
(v/v) Glycerol; 0,04 Vol.-% Complete Protease Inhibitor 
Cocktail (Roche Applied Science) 
Glutathionlösung  40 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris; pH 8,0  
GST-Lagerpuffer  50 mM Tris/HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 50 % (v/v) Glycerol 
 
 




10 µg gereinigte GST-fusionierte RNA-Polymerase wurde entweder erst mit 20-50 µl in 
GST-RE-Puffer (s. 2.2.13.2) äquilibrierter Glutathione Sepharose™ 4B (GE Healthcare) für 
1-3 h auf einem Intelli-Mixer (neoLab®) bei 4 °C oder bei RT inkubiert und dann mit 200-
500 µl Tabak- bzw. Arabidopsis-Wildtypstroma 3 h oder üN inkubiert, oder das Protein 
wurde zuerst mit dem Stroma 3 h oder üN inkubiert und anschließend wurde die Sepharose 
üN oder für 1-3 h zugegeben. Danach wurde die Matrix dreimal mit jeweils 500 µl GST-RE-
Puffer gewaschen. Die an die Glutathion Sepharose gebundenen Proteine wurden entweder 
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mit 40 mM Glutathionlösung eluiert, mit 2 Vol. Aceton üN bei -20 °C gefällt, zentrifugiert 
und das Pellet in 1x Ladepuffer aufgenommen, oder die Elution erfolgte durch direkte Zugabe 
von 1x Ladepuffer und Inkubation bei 95 °C für 10 min. Die Eluate wurden durch SDS-





Es wurden 10 µg gereinigte 6xHis-fusionierte RNA-Polymerase mit in Puffer A1 (s. Bohne, 
2009) äquilibrierter 100 µl Ni
2+
-NTA-Agarose (Qiagen) für 1-3 h bei 4 °C auf einem Intelli-
Mixer (neoLab®) inkubiert. Dann folgte die Zugabe von 200-500 µl Tabak- bzw. 
Arabidopsis-Wildtypstroma und Inkubation üN. Die Agarose wurde je einmal mit jeweils 
300 µl Puffer A3, A4 und A5 (s. 2.2.10.7.3) gewaschen. Die Elution der präzipitierten 
Proteine erfolgte mit Puffer AE (s. 2.2.10.7.3) und anschließender Acetonfällung üN oder mit 




2.2.10.9 Massenspektrometrie: peptide mass fingerprinting 
Die Analyse von aus SDS-Gelen ausgeschnittenen Protein-Banden mittels 
Massenspektrometrie (peptide mass fingerprinting) erfolgte in der AG von Prof. Dr. Steup 
(Universität Potsdam/ Institut für Biochemie und Biologie). Die Entfärbung der Gelstücke, 
der tryptische Verdau, die Extraktion der Peptide aus dem Gel, sowie die Vorbereitung und 
Durchführung der eigentlichen MS fanden unter Anleitung von Dr. Jörg Fettke und Sebastian 
Mahlow entsprechend den Protokollen in Gharahdaghi et al. (1999) und Shevchenko et al. 




RIP-Chips (Schmitz-Linneweber et al., 2005) wurden wie folgt durchgeführt: Die 
Fluoreszenzmarkierung der copräzipitierten RNA (Pellet-RNA mit Cy5 und Überstands-RNA 
mit Cy3) erfolgte mit dem ULS™ aRNA Labeling Kit (Kreatech). Dafür wurden 17 µl der 
Pellet-RNA (ca. 250 bis 350 ng) und 1 µg der Überstands-RNA mit 1 µl Farbstoff und 2 µl 
10x Labeling Buffer gemischt, 15 min bei 85 °C inkubiert, und nicht eingebaute 
Fluoreszenzfarbstoffe wurden durch Gelfiltrationssäulchen entfernt. Die markierten RNAs 
wurden mit 2x Hybridisierungsmix gemischt, denaturiert und dann auf einen das Arabidopsis-
Plastom überspannenden microarray aufgetragen. Dieser microarray wurde 
freundlicherweise von Prof. Dr. Schmitz-Linneweber zur Verfügung gestellt und ist in der 
Dissertation von Christiane Kupsch (2012/2013) genauer beschrieben. Die auf den array 
gedruckten DNAs wurden zunächst durch UV-Licht auf der Oberfläche fixiert. Dann wurde 
der Chip 1 h in Prähybridisierungslösung inkubiert, in A. bidest und Isopropanol gewaschen, 
getrocknet und schließlich für die Hybridisierung mit Überstands- und Pellet-RNA in 
Corning® Microarray Hybridization Chambers bei 42 °C üN eingesetzt. Anschließend wurde 
der microarray jeweils 10 min in den folgenden Lösungen bei RT gewaschen: 2x SSC/ 0,2 % 
SDS, 1x SSC, 0,2x SSC und 0,05x SSC. Nach Einlesen der Signale mit dem ScanArray GX 
PLUS (Software: ScanArray Express; Perkin Elmer) wurden die Rohdaten mit der Software 
GenePix Pro7 (Axon) extrahiert und ausgewertet. Dazu wurden für jede IP (eigentlicher 
Versuch und Kontroll-IP) die Verhältnisse der Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Punkte 
aus Pellet zu Überstand (rote zu grüner Fluoreszenz) ermittelt. Diese Verhältnisse wurden 
dann gegen die Position des zugehörigen DNA-Bereichs auf dem Plastom aufgetragen, 
allerdings nur für diejenigen Bereiche bei denen mehr als die Hälfte der Signale für den 
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jeweiligen Bereich den Kriterien wie in Schmitz-Linneweber et al. (2005) und Zoschke et al. 
(2010) beschrieben standhielten.  
 
2x Hybridisierungsmix 0,2 % (w/v) SDS, 10x SSC, 50 % (v/v) Formamid   
Prähybridisierungslösung  1 % (w/v) BSA, 0,1 % (w/v) SDS, 5x SSC   
 
 
2.2.12 Unspezifische in vitro Transkription 
Für die unspezifische in vitro Transkription mit heterolog exprimierten, affinitätsgereinigten 
Phagentyp-RNA-Polymerasen enthielt ein 15 µl- Reaktionsansatz 10 mM DTT, 500 µM ATP, 
CTP und GTP, 25 µM UTP, 10 µCi, 20 U RiboLock™ RNAse-Inhibitor (Fermentas), 1 µl 
Kalbs-Thymus-DNA, sowie 1 µl Polymerase in Transkriptionspuffer. Nach Inkubation bei 
30 °C für 30 min wurde die Reaktion auf Eis gestoppt. Je 2,5 µl wurden auf fünf DAE 81 
Membranen pipettiert und trocknen gelassen. Zwei Membranen wurden zur Messung der 
Gesamtaktivität genutzt, die übrigen drei Mebranen wurden dreimal je 10 min in 0,21 M 
NaH2PO4 gewaschen, mit 5 ml Szintillationsflüssigkeit in Szintillationsröhrchen überführt  
und im Szintillations-Zähler LS6000SC (Beckman) zur Ermittlung der Radioaktivität in cpm 
vermessen. Als Kontrollen wurden Reaktionsansätze ohne Polymerase und mit 4 U T7 RNA 
Polymerase (Ambion) mitgeführt.  
 
10x Transkriptionspuffer 400 mM Tris/HCl (pH 7,9), 100 mM NaCl, 60 mM MgCl2, 
20 mM Spermidin    
 
 
2.2.13 Spezifische in vitro Transkription 
Die spezifische in vitro Transkription erfolgte wie in Kühn et al. (2007) beschrieben. Als 
Matrize wurde der Vektor pKL23-Patp8-2 verwendet, welcher die Sequenz des atp8-













3.1 Charakterisierung der entwicklungsspezifischen Rolle von NEP in 
 Tabak 
3.1.1 Austausch Polymerase-spezifischer Promotoren 
Die meisten Haushaltsgene in Chloroplasten höherer Pflanzen besitzen sowohl NEP- als auch 
PEP-Promotoren wie beispielsweise rrn16 in Tabak (Vera and Sugiura, 1995; Allison et al., 
1996). Andere Gene wie rpoB und accD werden ausschließlich von NEP transkribiert 
(Hajdukiewicz et al., 1997; Silhavy und Maliga, 1998; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007), 
sodass in späteren Entwicklungsstadien NEP ausreichend Transkripte zur Verfügung stellen 
muss. Um die entwicklungspezifische Rolle von NEP zu untersuchen wurde ein 
transplastomischer Ansatz gewählt. Es wurden in N. tabacum NEP-Promotoren durch 
Mutagenese verändert mit dem Ziel sie auszuschalten, bzw. durch einen PEP-Promotor 
ersetzt, um die entwicklungsabhängige Bedeutung von NEP zu eruieren. Für die stabile 
Transformation von Tabak-Plastiden (Svab et al., 1990a) wurden Transformationsvektoren 
auf Goldpartikel präzipitiert, welche mittels particle gun auf sterile Tabakblätter geschossen 
wurden. Nach Freisetzen der Plasmid-DNA in den Plastiden erfolgt die Integration der 
erwünschten Sequenzen durch homologe Rekombination, wobei die originalen Sequenzen an 
den entsprechenden Stellen des Plastoms ersetzt werden. Findet die Zell- und 
Chloroplastenteilung unter Selektionsdruck statt, segregieren die Transplastome und 
verdrängen die Wildtyp-Plastome. Zellen mit Chloroplasten, die Transplastome mit dem 
Selektionsmarker aadA, welcher Resistenz gegen den plastidären Translationsinhibitor 
Spectinomycin vermittelt, besitzen, bringen schließlich grüne Sprösslinge hervor.   
Die Vektoren pJS32b, pJS33b und pJS40 wurden zur Untersuchung der Transkription von 
accD kloniert. pJS32b (s. Abb. 5A) diente dem Ersatz des Typ-I NEP-Promotors PaccD-129 
durch den PEP-Promotor PatpB-255, wobei der vier Nukleotide vom -35-Motiv 
stromaufwärts gelegene Typ-I NEP-Promotor PatpB-289 durch Veränderung des Motivs von 





Abb. 5: Genkarte der accD-Region und Beschreibung der Transformationsvektoren pJS32b und pJS33b (s. 
2.1.4, Tab. 2) sowie der abgeleiteten transplastomischen Linien PatpB-255::accD (A) und ΔPaccD-129::accD 
(B). Schwarze Kästen symbolisieren Exons (Transkriptionsrichtung nach rechts). Die schwarze Linie 
kennzeichnet nichtkodierende Bereiche. Die Zahlen entsprechen den Positionen auf dem Tabak-Plastom 
(GenBank-Zugang: NC_001879). Sequenzen vor schwarzen Pfeilen = Promotormotive von PaccD-129 bzw. 
PatpB-289 und PatpB-255, rote Nukleotide = veränderte Promotormotive von PaccD-129 bzw. PatpB-289, 
Schwarze Pfeile = Transkriptionsinitiationsstelle und –richtung, Grenze = Rekombinationsgrenzen des 
Plastomfragments im Transformationsvektor, aadA = Selektionsmarker. Die Position der für die Southern Blot 
Analyse verwendeten DNA-Sonde (s. 2.2.9.15, Tab. 4) sowie relevanter Restriktionsschnittstellen sind gezeigt. 
Pfeile mit Zahlen kennzeichnen Oligonukleotide für PCR-Analysen (s. Anhang, Tab. A1). Ein Maßstab ist 
eingezeichnet.  
 
Durch Transformation des Vektors pJS33b (s. Abb. 5B) sollte der accD-Promotor PaccD-129 
geschwächt werden. Dazu wurde das Promotormotiv von TATA nach GCGC geändert. Als 
Kontrollvektor zur Überprüfung des Einflusses des Resistenzmarkers wurde pJS40 (s. 2.1.4, 
Tab. 2) erzeugt. Allerdings brachte die Transformation mit diesem Vektor keine 
transplastomischen Pflanzen hervor. Es wurden die transplastomischen Tabaklinien PatpB-
255::accD (kurz: PEP/accD) und ΔPaccD-129::accD (kurz: ΔNEP/accD) erzeugt.  
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Der Transformationsvektor pJS36b (s. Abb. 6) diente dem Ersatz des Typ-I NEP-Promotors 
PrpoB-345 durch den PEP-Promotor PatpB-255, wobei PatpB-289 ausgeschaltet wurde. Die 
erzeugte transplastomische Linie PatpB-255::rpoB wird nachfolgend PEP/rpoB genannt. Der 




Abb. 6: Genkarte der rpoB-Region und Beschreibung des Transformationvektors pJS36b  (s. 2.1.4, Tab. 2), 
sowie der abgeleiteten transplastomischen Linie (PatpB-255::rpoB). Der schwarze Kasten symbolisiert den 
kodierenden Bereich von rpoB (Transkriptionsrichtung nach rechts). Die schwarze Linie kennzeichnet 
nichtkodierende Bereiche. Die Zahlen entsprechen den Positionen auf dem Tabak-Plastom (GenBank-Zugang: 
NC_001879). Sequenzen vor schwarzen Pfeilen = Promotormotive von PrpoB-345 bzw. PatpB-289 und 
PatpB-255, rote Nukleotide = verändertes Promotormotiv von PatpB-289, Schwarze Pfeile = 
Transkriptionsinitiationsstelle und –richtung, Grenze = Rekombinationsgrenzen des Plastomfragments im 
Transformationsvektor, aadA = Selektionsmarker. Position der für die Southern Blot Analyse verwendeten 
DNA-Sonde (s. Kap. 2.2.9.15, Tab. 4) sowie relevanter Restriktionsschnittstellen sind gezeigt. Pfeile mit Zahlen 
kennzeichnen Oligonukleotide für PCR-Analysen (s. Anhang, Tab. A1). Ein Maßstab ist eingezeichnet. 
 
Mittels pJS51 (s. Abb. 7) sollte der Typ-I NEP-Promotor Prrn16-64 durch Mutagenese des 
Promotormotivs von CTTG zu GCGC ausgeschaltet werden, sodass die Transkription von 
rrn16 ausschließlich vom PEP-Promotor Prrn16-113/114 erfolgen kann. Die erzeugte Linie 
ΔPrrn-64::rrn16 wird nachfolgend als ΔNEP/rrn16 bezeichnet. Sowohl ein abgeleiteter 
Kontrollvektor (pJS52, s. 2.1.4, Tab. 2) als auch pJS49 (s. 2.1.4, Tab. 2), welcher dem 






Abb. 7: Genkarte der rrn16-Region und Beschreibung des Transformationvektor pJS51(s. 2.1.4, Tab. 2) sowie 
der abgeleiteten (→) transplastomischen Linie (ΔPrrn16-64::rrn16). Der schwarze Kasten symbolisiert den 
kodierenden Bereich von rrn16 (Transkriptionsrichtung nach rechts). Die schwarze Linie kennzeichnet 
nichtkodierende Bereiche. Die Zahlen entsprechen den Positionen auf dem Tabak-Plastom (GenBank-Zugang: 
NC_001879), wobei jeweils nur eine der zwei Positionen angegeben ist. Sequenzen vor schwarzen Pfeilen = 
Promotormotive von Prrn16-113/114 und Prrn16-64, rote Nukleotide = verändertes Promotormotiv von 
Prrn16-64,  Schwarze Pfeile = Transkriptionsinitiationsstelle und –richtung, Proz = Prozessierungsstelle der 16S 
rRNA, Grenze = Rekombinationsgrenzen des Plastomfragments im Transformationsvektor, aadA = 
Selektionsmarker. Position der für die Southern Blot Analyse verwendeten DNA-Sonde (s. 2.2.9.15, Tab. 4) 
sowie relevanter Restriktionsschnittstellen sind gezeigt. Pfeile mit Zahlen kennzeichnen Oligonukleotide für 
PCR-Analysen (s. Anhang, Tab. A1). Ein Maßstab ist eingezeichnet. 
 
Da die Transformation von Tabak mit den jeweiligen Kontrollvektoren (pJS40, pJS44 und 
pJS52) trotz dreimaliger Wiederholung des Prozesses keine transplastomischen Linien 
hervorbrachte, wurde für sämtliche Versuche der Tabak Wildtyp zum Vergleich bzw. als 
Kontrolle herangezogen.  
Des Weiteren wurden Vektoren kloniert, in denen der non-consensus NEP-Promotor 
PclpP1-53 durch PpsbA-85 ersetzt (pJS60) bzw. durch Veränderung des Motivs ausgeschaltet/ 
geschwächt werden sollte (pJS61). Andere Plasmide sollten dem Ersatz des Promotors PtrnE-
UUC durch PrpoB-345 (pJS64) bzw. dessen Ausschalten (pJS66) dienen. Keiner dieser 
Vektoren brachte trotz mehrerer Versuche transplastomische Pflanzen hervor, sodass die 
nachfolgende Analyse der entwicklungsabhängigen Rolle von NEP ausschließlich anhand der 
Gene accD, rpoB und rrn16 erfolgte. 
 
3.1.2 Segregationsstatus der transplastomischen Pflanzen 
Initial werden in den polyploiden Chloroplasten nur wenige Plastome transformiert. Erst im 
Zuge von Zell- und Chloroplastenteilung breiten sich die Transplastome aus. Daher wurde der 
Segregationsstatus der transplastomischen Pflanzen überprüft. Ziel war es homoplastomische 
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Pflanzen, die nur Transplastome enthalten, von heteroplastomischen Pflanzen, die 
Transplastome und wildtypische Plastome besitzen, zu unterscheiden. Nach drei bis vier 
Regenerationsrunden auf RMOP-Medium wurden die grünen Sprösslinge per PCR auf die 
Insertion der aadA-Kassette und der veränderten Promotorsequenzen getestet (s. Abb. 8). 
Hierfür wurden sowohl genspezifische als auch aadA-spezifische Oligonukleotide verwendet.  
 
 
Abb. 8: PCR-Analyse der transplastomischen Pflanzen zur Überprüfung der Insertion der aadA-Kassette und der 
veränderten Promotorsequenzen für A accD, B rpoB und C rrn16. Es wurde Gesamt-DNA der 
transplastomischen Linien und des Wildtyps (Nt Wt) präpariert und für PCRs mit genspezifischen und aadA-
spezifischen Oligonukleotiden eingesetzt. Es wurde jeweils eine Wasserkontrolle mitgeführt. a, b, c und d 
kennzeichnen verschiedene primer-Kombinationen wie in der Legende angegeben; 1 = genspezifischer 
Vorwärts-primer (s. Tab. A1; K-tpNt-accD-fw bzw. K-tpNt-rpoB-fw bzw. K-tpNt-rrn16-fw), 2 = 
genspezifischer Rückwärts-primer (s. Tab. A1; K-tpNt-accD-rev bzw. K-tpNt-rpoB-rev bzw. K-tpNt-rrn16-rev), 
3 = aadA-spezifischer primer (s. Tab. A1; 78-3´SH3748), 4 = aadA-spezifischer primer (s. Tab. A1; pZ59 
aadA_for), 5 = genspezifischer Rückwärts-primer (s. Tab. A1; K-tpNt-accD-rev2 bzw. K-tpNt-rpoB-rev2). Die 
PCR-Produkte wurden im 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Zur Größenstandardisierung wurde ein DNA-Marker 
(GeneRuler™ 100 bp DNA Plus Ladder, Fermentas) mit aufgetrennt. Marker-Banden sind gekennzeichnet. 
Banden der primer-Kombinationen b und c wurden ausgeschnitten, extrahiert und sequenziert. Erwartete PCR-
Fragmentgrößen für A: Nt Wt c = 630 bp, Nt Wt d = 1705 bp, PEP/accD b = 1179 bp, PEP/accD c = 1796 bp, 
PEP/accD d = 2871 bp, ΔNEP/accD b = 1195 bp, ΔNEP/accD c = 1812 bp, ΔNEP/accD d = 2890 bp; für B: Nt 
Wt c = 817 bp, Nt Wt d = 1325 bp, PEP/rpoB b = 1410 bp, PEP/rpoB c = 2000 bp, PEP/rpoB d = 2505 bp; für C: 
Nt Wt c = 572 bp, ΔNEP/rrn16 b = 1418 bp, ΔNEP/rrn16 c = 1751 bp.     
 
Die Positionen der verwendeten primer können in den Abbildungen 5, 6 und 7 nachvollzogen 
werden. Die Oligonukleotide 1-4 liegen innerhalb der Rekombinationsgrenzen des 
Transformationsvektors, während primer 5 außerhalb dieses Bereichs hybridisiert. Die PCR-
Produkte wurden extrahiert und sequenziert. Die Größen aller in den PCRs erhaltenen Banden 
entsprachen den Erwartungen. Bei der Verwendung der genspezifischen Vorwärts- und 
Rückwärts-primer konnte außer bei PEP/accD auch in den transplastomischen Pflanzen eine 
schwache, wildtypische Bande detektiert werden, was auf restliche Wildtyp-Plastome 
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hindeutete. Resultierend aus den PCR-Screenings mit anschließenden Sequenzierungen 
wurden eine transgene Linie für PEP/accD (TL2), zwei Linien für ΔNEP/accD (TL2 und 
TL21), eine Linie für ΔNEP/rrn16 und zwei Linien für PEP/rpoB (TL1 und TL2) ausgewählt, 
mit denen weitergearbeitet wurde. Die entsprechenden Sprösslinge wurden bewurzelt, auf 
Erde umgesetzt und durch Southern Blot Analyse auf den Segregationsstatus hin überprüft.  
Abbildung 9 zeigt die Southern Blot Analysen mit einer accD-spezifischen Sonde (Position s. 
Abb. 5) für PEP/accD TL2 und ΔNEP/accD TL2 und TL21. Die PsiI-verdaute Gesamt-DNA 
der Pflanzen der Parentalgeneration P (s. Abb. 9A) zeigte in der Southern-Hybridisierung 
neben der erwarteten Bande auch die Wildtyp-Bande. Die Pflanzen waren somit 
heteroplastomisch. Die von diesen Pflanzen gewonnenen Samen (F1) wurden auf 
Spectinomycin- und Streptomycin-haltigem Medium angezogen. Die Nachkommen 
heteroplastomischer Pflanzen spalten unter Selektionsdruck in grüne, weiße und grün-weiß 
gescheckte Keimlinge. Für PEP/accD TL2 wurden unter ca. 1000 kultivierten Keimlingen 
ausschließlich grüne gefunden, während bei ΔNEP/accD TL2 und TL21 auch gebleichte 
Keimlinge vorkamen. Es wurden jeweils grüne Keimlinge weiter kultiviert und wieder auf 
den Segregationsstatus hin getestet. Da die in den transplastomischen Pflanzen detektierte 
wildtypische Bande jeweils sehr schwach war, sollte überprüft werden, ob diese Bande 
möglicherweise auf Kopien von accD im Nukleus zurückzuführen ist. Dazu wurde die DNA 
mit den Enzymen KpnI und PvuII verdaut, wobei PvuII stromabwärts außerhalb der 
Rekombinationsgrenze des Vektors schneidet (s. Abb. 5). Die Pflanzen der F1-Generation 
zeigten trotz dieses alternativen Verdaus eine Wildtyp-Bande (s. Abb. 9B). Daher wurden 
steril angezogene, grüne Keimlinge erneut geschnitten und zwei Runden auf RMOP-Medium 
regeneriert. Nach Umsetzen auf Erde und erneuter Southern Blot Analyse (s. Abb. 9C) wurde 
keine bzw. eine sehr schwache Wt-Bande beobachtet. Dabei ist anzumerken, dass das Fehlen 
einer wildtypischen Bande in der PEP/accD Spur (s. Abb. 9C) eventuell darauf 
zurückzuführen war, dass offenbar weniger DNA aufgetrennt wurde als in den anderen 
Spuren. Von diesen Pflanzen wurde chloroplastidäre DNA präpariert, die weitestgehend frei 
von nukleärer DNA war (nicht gezeigt). Die Southern-Hybridisierung der verdauten cp-DNA 
(s. Abb. 9D) zeigte keine Wildtyp-Bande in den transplastomischen Pflanzen. Daher wurden 
von diesen Pflanzen Samen gewonnen (F2). Es wurden vor allem diese Samen für  Versuche 




Abb. 9: Southern Blot Analysen zum Testen der Homoplastomie der transplastomischen Linien PEP/accD TL2 
und ΔNEP/accD TL2 und TL21. Es wurde 10 µg Gesamt-DNA oder Chloroplasten-DNA der transplastomischen 
Linien und des Wildtyps extrahiert, mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, im 0,8 %igen Agarosegel 
aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit einer accD-
spezifischen DNA-Sonde (Position s. Abb. 5). Die Größen der zu erwartenden Banden sind gekennzeichnet. 
Dabei bezieht sich der erste, obere Wert auf PEP/accD und der zweite auf ΔNEP/accD. Nt Wt = 
Wildtypkontrolle. A PsiI-verdaute Gesamt-DNA der P-Generation. B KpnI/PvuII-verdaute Gesamt-DNA der F1-
Generation. C PsiI-verdaute Gesamt-DNA der F2-Generation. D PsiI-verdaute, plastidäre DNA der F2-
Generation.    
 
Auch die F2- und F3-Pflanzen wurden  mittels Southern Blot getestet (s. Abb. 10). Hierfür 
wurden die Restriktionsenzyme so gewählt, dass beide Enzyme (SacII und PvuII) außerhalb 
der Rekombinationsgrenzen des Vektors schneiden (s. Abb. 5).  
 
 
Abb. 10: Vergleichende Southern Blot Analyse der F1-, F2- und F3-Generation der transplastomischen Linien 
PEP/accD TL2 und ΔNEP/accD TL2 und TL21. 10 µg Gesamt-DNA der Mutanten und des Wildtyps wurde mit 
SacII und PvuII verdaut. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit einer accD-spezifischen DNA-Sonde. 
Die Größen der zu erwartenden Banden sind gekennzeichnet. Dabei bezieht sich der erste obere Wert auf 
PEP/accD und der zweite auf ΔNEP/accD. Nt Wt = Wildtypkontrolle.  
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Zwar war eine zusätzliche Bande für PEP/accD TL2 und ΔNEP/accD TL2 und TL21 zu 
erkennen, jedoch migrierte diese Bande oberhalb der Wildtyp-Bande. Auf Höhe der 
wildtypischen Bande war in den accD-Mutanten jeweils kein Signal detektierbar.  
 
Die Southern-Hybridisierung mit einer rpoB-spezifischen DNA-Sonde (s. Abb. 6) der PsiI-
verdauten Gesamt-DNA von PEP/rpoB TL1 und TL2 der Parentalgeneration (Abb. 11A) 
zeigte die erwartete Band von 2154 bp. Allerdings war auch auf Höhe der Wt-Bande ein sehr 
schwaches Signal zu erkennen. Dasselbe Ergebnis wurde auch für die F1-Generation erhalten.  
 
 
Abb. 11: Southern Blot Analysen zum Testen der Homoplastomie der transplastomischen Linien PEP/rpoB TL1 
und TL2. 10 µg Gesamt-DNA der Mutanten und des Wildtyps wurde nach Verdau im 0,8 %igen Agarosegel 
aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. Die Hybridisierung der Membranen erfolgte mit einer rpoB-
spezifischen DNA-Sonde (Position s. Abb. 6). Die Größen der zu erwartenden Banden sind gekennzeichnet. Nt 
Wt = Wildtypkontrolle. A PsiI-verdaute Gesamt-DNA der P-Generation. B SmaI/XbaI-verdaute Gesamt-DNA 
der F1-Generation. C PsiI-verdaute Gesamt-DNA der F2-Generation. D SmaI/XbaI-verdaute Gesamt-DNA der 
F2- und F3-Generation.  
 
Ein alternativer Verdau mit SmaI und XbaI, wobei XbaI außerhalb der Rekombinationsgrenze 
des Vektors schneidet (s. Abb. 6), wurde verwendet um zu untersuchen, ob die Wt-Bande in 
den transplastomischen Pflanzen auf rpoB-Kopien im Kern zurückzuführen ist. In der 
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entsprechenden Southern-Hybridisierung (Abb. 11B) war kein Wildtyp-Signal für PEP/rpoB 
detektierbar. Auch der PsiI-Verdau von DNA der F2-Generation (Abb. 11C) und der 
SmaI/XbaI-Verdau von DNA der F2- und F3-Pflanzen (Abb. 11D) ergab kein wildtypisches 
Signal. Die Pflanzen erschienen demnach homoplastomisch. Für die nachfolgenden Versuche 
wurden die Samen der F2-Generation verwendet. 
 
Die Gesamt-DNA der transplastomischen Linie ΔNEP/rrn16 wurde mit SacII verdaut. Die 
entsprechende Southern-Hybridisierung (Abb. 12) zeigte bereits in der P-Generation 
ausschließlich das zu erwartende Signal von 2707 bp Größe. Dies ließ darauf schließen, dass 
diese transplastomische Linie homoplastomisch war. Für die Versuche wurden somit die 
Samen der F1-Generation verwendet.   
 
Abb. 12: Southern Blot Analyse zum Testen der Homoplastomie der transplastomischen Linie ΔNEP/rrn16.  
10 µg Gesamt-DNA der Mutante (P-Generation) und des Wildtyps (Nt Wt) wurde nach Verdau mit SacII im 0,8 
%igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembranen transferiert. Die Hybridisierung der Membran 
erfolgte mit einer rrn16-spezifischen DNA-Sonde (Position s. Abb. 7). Die Größen der zu erwartenden Banden 
sind gekennzeichnet.  
 
Obwohl die Southern Blot-Hybridisierungen darauf hindeuteten, dass die transplastomischen 
Pflanzen homoplastomisch waren, konnte dieses Ergebnis durch Keimungstests und 
Kreuzungsversuche nicht vollständig bestätigt werden. Die Samen der F2-Generation der 
Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und TL21, PEP/rpoB TL1 und TL2 sowie der F1-
Generation von ΔNEP/rrn16 wurden auf Spectinomycin-haltigem Medium gesät. Lediglich 
für PEP/accD wurden unter ca. 1000 kultivierten Keimlingen ausschließlich grüne gefunden. 
Bei allen anderen transplastomischen Linien segregierten die Nachkommen in grüne, weiße 
und grün-weiß gescheckte Keimlinge (nicht gezeigt). Dabei wurden unter 500 bis 1000 
kultivierten Keimlingen für ΔNEP/accD TL2, PEP/rpoB TL1 und TL2 bis zu 10 % gebleichte 
Keimlinge beobachtet, für ΔNEP/accD TL21 bis zu 20 % und für ΔNEP/rrn16 bis zu 25 % 
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hellgrüne Keimlinge. Dies zeigte, dass bis auf PEP/accD TL2 die transplastomischen Linien 
nicht homoplastomisch waren. Allerdings verdeutlichten die Keimungstests auch, dass der 
Großteil der Keimlinge einer Aussaat ausschließlich bzw. hauptsächlich Transplastome 
enthielt und die Pflanzen somit für Versuche verwendet werden konnten. Aus Zeitgründen 
war es nicht möglich, die transplastomischen Linien erneut mehreren Regenerationsrunden 
auf RMOP-Medium zu unterziehen, um gegebenenfalls doch homoplastomische Pflanzen zu 
erhalten. Des Weiteren war es fraglich, ob dies für die betreffenden Linien überhaupt möglich 
ist. Es ist bekannt, dass ein Ausschalten von accD letal ist (Kode et al., 2005), weshalb für 
ΔNEP/accD durchaus zu erwarten ist, dass für das Überleben der Pflanze stets einige 
Wildtyp-Kopien erhalten werden. Für PEP/rpoB wiederum ist es denkbar, dass der relativ 
schwache PatpB-255 PEP-Promotor insbesondere in frühen Stadien der 
Chloroplastenentwicklung den ursprünglichen NEP-Promotor nicht hinreichend ersetzen kann 
und daher auch unter Selektionsdruck Wildtyp-Plastome erhalten bleiben.  
Da Plastiden maternal vererbt werden (Übersichten in Bock, 2007; Kuroiwa, 2010; Zhang und 
Sodmergen, 2010), kann durch reziproke Kreuzungen der transplastomischen Pflanzen mit 
dem Wildtyp der Segregationsstatus ebenfalls untersucht werden.  
 
 
Abb. 13: Phänotyp der Nachkommen nach reziproker Kreuzung der transplastomischen Pflanzen mit dem 
Tabak-Wildtyp (Nt Wt). Für die Kreuzung wurde die F2-Generation der Mutanten genutzt. Die erhaltenen 
Samen wurden auf Spectinomycin-haltigem MS-Medium angezogen. 7 Tage nach Aussaat wurden Fotos 
gemacht. ♀ = Mutter, ♂ = Vater.  A Kreuzungen für die Linien PEP/accD TL2 und ΔNEP/accD TL2 und TL21. 




Abbildung 13 zeigt die Aussaat der nach Kreuzungen erhaltenen Samen auf Spectinomycin-
haltigem Medium. Es war zu erkennen, dass außer bei PEP/accD TL2 die Nachkommen in 
grüne und gebleichte Keimlinge segregierten. Die Rückkreuzungen der transplastomischen 
Linien der F1- und F2-Generation mit dem Tabak Wildtyp bestätigten die Homoplastomie 
von PEP/accD TL2 und die Heteroplastomie von ΔNEP/accD TL2 und TL21, PEP/rpoB TL1 
und TL2 sowie ΔNEP/rrn16.  
Die Nachkommen der Kreuzungen aus transplastomischer Linie als mütterlichen Elter und 
dem Wildtyp als väterlichen Elter wurden zusätzlich mittels PCR und Southern Blot getestet 
(nicht gezeigt). Hierfür wurden für die PEP/accD TL2 drei grüne Keimlinge und für 
ΔNEP/accD TL2 und TL21, PEP/rpoB TL1 und TL2 sowie ΔNEP/rrn16 je drei grüne und 
drei gebleichte Keimlinge für die DNA-Präparation eingesetzt. Anschließend wurden 
einerseits PCRs mit den aadA-spezifischen Oligonukleotiden und den genspezifischen 
Vorwärts- und Rückwärts-primern durchgeführt, und andererseits wurde die genomische 
DNA für den Southern Blot verdaut (mit PsiI für accD, SmaI/XbaI für rpoB und SacII für 
rnn16). Die gebleichten Keimlinge zeigten jeweils die wildtypischen Banden und teilweise 
eine leichte, dem Transplastom entsprechende Bande. Die grünen Keimlinge zeigten jeweils 
eine deutliche Mutanten-typische Bande und eine schwache Wildtyp-Bande. Lediglich die 
grünen Nachkömmlinge von PEP/accD TL2 ergaben in der PCR und im Southern Blot nur die 
erwartete, transplastomische Bande.    
Obwohl bis auf PEP/accD TL2 alle transplastomischen Linien heteroplastomisch waren, 
konnten Effekte der Promotoraustausche untersucht werden, da aufgrund der sehr schwachen 
Wildtyp-Signale in den Southern Blot Analysen und des geringen Anteils gebleichter 
Keimlinge in den Keimungstests davon auszugehen war, dass der Großteil der plastidären 
DNA von den jeweiligen Transplastomen repräsentiert wurde.  
 
3.1.3 Makroskopischer Phänotyp der transplastomischen Pflanzen 
Um die phänotypischen Auswirkungen der Promotorveränderungen zu untersuchen, wurden 
die transplastomischen Linien und zum Vergleich der Wildtyp auf MS-Medium angezogen. 
Nach 14 d wurden die Keimlinge auf Erde umgesetzt. Abbildung 14A zeigt den Phänotyp der 
accD-Mutanten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung. Während der Keimung 
waren keine signifikanten Unterschiede der transplastomischen Linien zum Wildtyp zu 
erkennen. Der Phänotyp der Mutante PEP/accD TL2, in der die Transkription von accD von 
einem PEP-Promotor aus erfolgte, glich während der gesamten Entwicklung der Pflanze dem 
Wildtyp-Phänotyp. Für die Linien ΔNEP/accD TL2 und TL21, in denen das NEP-
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Promotormotiv verändert war, zeigte sich nach voller Entfaltung der Cotyledonen, dass die 
Entwicklung der Keimlinge leicht verzögert war im Vergleich zum Wildtyp. 7 d nach Aussaat 
waren die Keimlinge ca. halb so groß wie die Wildtyp-Keimlinge. Auch nach 10 d war dieser 
Unterschied noch erkennbar. Etwa nach 14 d erreichten die transplastomischen Pflanzen die 
Wildtyp-Größe und in der folgenden Entwicklung war kein Unterschied mehr erkennbar. Die 
Transkription des Gens accD durch PEP anstelle von NEP führte demnach zu keiner 
Veränderung des makroskopischen Phänotyps, während das Ausschalten bzw. Abschwächen 
des NEP-Promotors die Entwicklung der Pflanze in den ersten Tagen der 
Chloroplastendifferenzierung verzögerte.  
 
 
Abb. 14: Makroskopischer Phänotyp der transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und 
TL21, PEP/rpoB TL1 und TL2. Die Samen der F2-Generation der transplastomischen Pflanzen und Samen des 
Wildtyps (Nt Wt) wurden auf MS-Medium ausgesät, nach 14 d auf Erde übertragen und unter 
Standardbedingungen angezogen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aussaat (d = Tage) wurde das Wachstum 
der Pflanzen verglichen und dokumentiert.   
 
Für die Linien PEP/rpoB TL1 und TL2 (Abb. 14B) war schon im Verlauf der Keimung zu 
erkennen, dass das Wachstum der transplastomischen Linien im Vergleich zum Wildtyp 
verzögert war. 7 d nach der Aussaat waren die transplastomischen Keimlinge kleiner als die 
Wildtyp-Keimlinge. Dieser Effekt konnte immer beobachtet werden, war jedoch in 
verschiedenen Versuchen unterschiedlich stark ausgeprägt. In einigen Versuchen erreichten 
die transplastomischen Keimlinge nahezu Wildtyp-Größe. Nach 14 d war kein Unterschied 
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mehr zwischen Wildtyp und PEP/rpoB erkennbar. Allerdings benötigten die Mutanten nach 
dem Umsetzen auf Erde länger um sich an die neuen Bedingungen zu adaptieren, wodurch es 
wieder kurzzeitig zu einer verzögerten Entwicklung kam, wie nach 32 d bei PEP/rpoB TL2 zu 
sehen ist. Im späteren Verlauf des Wachstums auf Erde war dieser Unterschied nicht weiter zu 
beobachten (nicht gezeigt). Die Transkription des rpoB/C1/C2-Operons durch PEP anstatt 
NEP verzögerte also die Embryonalentwicklung und Reifung der Chloroplasten. Dies zeigte, 
dass ein funktionaler NEP-Promotor PrpoB-345 sowie die Transkription des Operons durch 
NEP in diesen Entwicklungsstadien eine wichtige Rolle spielt und nicht vollständig durch 
PEP-abhängige Transkription bzw. die schon im Samen vorhandenen PEP Moleküle 
(Demarsy et al., 2006) kompensiert werden kann.    
 
Abbildung 15 zeigt den Phänotyp von ΔNEP/rrn16 im Vergleich zum Wildtyp. Nur in den 
ersten zwei bis drei Tagen nach der Aussaat war eine leicht verzögerte Keimung der 
transplastomischen Linie zu erkennen. Die weitere Entwicklung dieser Linie, in welcher die 
Transkription von rrn16 ausschließlich vom PEP-Promotor aus erfolgte, zeigte keine 
signifikanten Unterschiede zum Wildtyp.  
 
 
Abb. 15: Makroskopischer Phänotyp der transplastomischen Linie ΔNEP/rrn16. Die Samen der F1-Generation 
und Samen des Wildtyps wurden auf MS-Medium unter Standardbedingungen angezogen und 14 d nach Aussaat 
auf Erde übertragen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung wurde das Wachstum der Pflanzen 
dokumentiert. Nt Wt = Wildtyp. d  = Tage nach Aussaat. A Entwicklung innerhalb des ersten Monats. B 
Phänotyp der Pflanzen nach 3 Monaten.     
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Alle transplastomischen Linien wurden zum Vergleich mit dem Wildtyp außerdem auf MS-
Medium mit Spectinomycin, mit Streptomycin und direkt auf Erde angezogen. Es wurden 
dieselben Wachstumseffekte wie auf MS-Medium beobachtet. Außerdem zeigte die Resistenz 
gegenüber Streptomycin, dass es sich bei den grünen Keimlingen nicht um Pflanzen mit einer 
spontanen Mutation zu Spectinomycin-Resistenz handelte (Svab et al., 1990a und b; Svab und 
Maliga, 1993). Auch unter Salz- (300 mM NaCl) und Trockenstress verhielten sich die 
transplastomischen Linien wie der Wildtyp (nicht gezeigt).  
 
3.1.4 Die veränderte Promotornutzung kann auf RNA-Ebene gezeigt werden 
Nachdem gezeigt wurde, dass die erwünschten Promotorveränderungen auf DNA-Ebene 
erzeugt wurden, wurde untersucht, ob die Ersatz-Promotoren funktional sind und in der 
Pflanze genutzt werden bzw. ob die Veränderung von Promotormotiven tatsächlich zu einem 
Ausschalten bzw. Abschwächen des Promotors führt. Des Weiteren sollte gezeigt werden, ob  
Unterschiede in der Intensität der Promotornutzung im Vergleich zum Wildtyp existieren. 
Hierfür wurde die primer extension Analyse (s. 2.2.9.17) verwendet und zusammen mit einer 
Sequenz (s. 2.2.9.18) in einem Sequenzgel analysiert, da mit dieser Methode  native 5´-Enden 
von Transkripten detektiert und dadurch Promotoren lokalisiert werden können. Die 
Abbildungen 16 und 17 zeigen die primer extension Analysen für die transplastomischen 
Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und TL21 sowie PEP/rpoB TL1 und TL2 zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten der Chloroplastendifferenzierung. Die transplastomischen 
Pflanzen sowie der Wt wurden auf Erde angezogen und Proben für die RNA-Extraktion (s. 
2.2.9.7) wurden für die unterschiedlichen Zeitpunkte der Entwicklung jeweils zur selben 
Tageszeit genommen. Für die primer extension Reaktion wurden 10 µg (accD-Mutanten) 





Abb. 16: Primer extension Analysen für die transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und 
TL21. 10 µg RNA der unter Standardbedingungen auf Erde angezogenen transplastomischen Linien und des 
Wildtyps (Nt Wt) wurden für die Reaktion eingesetzt. Parallel wurden mit den korrespondierenden Plasmiden 
(ursprüngliche Transformationsplasmide pJS40, pJS32b und pJS33b; s. 2.1.4, Tab. 2) Sequenzreaktionen 
durchgeführt und zur Lokalisation von Transkriptionsstartpunkten im Sequenzgel mit aufgetrennt. Der jeweils 
durch das Signal repräsentierte Promotor  ist gekennzeichnet. Der rote Pfeil kennzeichnet das Startnukleotid von 
accD bei Transkription von PaccD-129 aus.     
 
Sowohl für den Wildtyp als auch für PEP/accD TL2 konnte der jeweils zu erwartende 
Transkriptionsstart detektiert werden (Abb. 16). Obwohl dieselben RNA-Mengen eingesetzt 
wurden, waren die Signale für den PEP-Promotor PatpB-255, welcher den ursprünglichen 
NEP-Promotor PaccD-129 ersetzte, etwas stärker, was auf eine leicht stärkere 
Promotornutzung hindeutete. Das Expressionsmuster des Wildtyps, in welchem die 
Promotornutzung 7 d nach Aussaat am stärksten war und anschließend langsam abnahm, 
unterschied sich leicht vom Muster in PEP/accD. Die accD-Expression in der Mutante war 
nach 14 d etwa genauso stark wie 7 d nach Aussaat. Die primer extension Analysen zeigten 
außerdem, dass der NEP-Promotor PatpB-289 tatsächlich ausgeschaltet war (nicht gezeigt). 
Für ΔNEP/accD konnte gemäß den Erwartungen kein Signal auf Höhe des ursprünglichen 
Transkriptionsstarts für PaccD-129 (indiziert durch roten Pfeil) detektiert werden. Die 
Veränderung des Promotormotivs von TATA zu GCGC führte demnach zu einem 
Ausschalten des Promotors. Transkripte, die auf die geringe Anzahl vorhandener Wildtyp-
Plastome zurückgingen, konnten offenbar nicht detektiert werden. Dies zeigte erneut, dass 
trotz Heteroplastomie die Transplastome dominieren. Das Fehlen von Signalen für 
ΔNEP/accD deutete zunächst darauf hin, dass keine alternativen Promotoren existieren, die 





Abb. 17: Primer extension Analysen für die transplastomischen Linien PEP/rpoB TL1 und TL2. 15 µg RNA der 
unter Standardbedingungen auf Erde angezogenen transplastomischen Linien und des Wildtyps (Nt Wt) wurden 
für die Reaktion eingesetzt. Parallel wurden mit den korrespondierenden Plasmiden (ursprüngliche 
Transformationsplasmide pJS44 und pJS36b; s. 2.1.4, Tab. 2) Sequenzreaktionen durchgeführt und zur 
Lokalisation von Transkriptionsstartpunkten im Sequenzgel mit aufgetrennt. Der jeweils durch das Signal 
repräsentierte Promotor  ist gekennzeichnet.      
 
Für  PEP/rpoB TL1 und TL2 und den Wildtyp waren die erwarteten Transkriptionsstartpunkte 
zu erkennen (s. Abb. 17). Die aus der Nutzung des atpB-PEP-Promotors resultierenden 
Signale der transgenen Linie 1 waren stärker als die NEP-abhängigen Wildtyp-Signale. Ein 
entsprechender Unterschied war für die transgene Linie 2 nicht zu sehen. Andere primer 
extension Analysen zeigten stärkere Signale für TL2 und dem Wildtyp entsprechende Signale 
für TL1. Der Promotorersatz führte demnach zu keiner signifikant verstärkten 
Promotornutzung. Die Transkriptionsmuster von Wildtyp und PEP/rpoB unterschieden sich 
nicht. 3 d nach Aussaat konnte nur ein schwaches (Nt Wt) bzw. kein (Mutante) Signal 
detektiert werden. Später in der Entwicklung wurden sowohl der NEP- als auch der PEP-
Promotor stärker genutzt. Die Expression erreichte ihr Maximum zwischen 7 und 14 d nach 
der Aussaat, um dann ab 14 d wieder abzunehmen. Auch für diese transplastomischen Linien 
konnte beobachtet werden, dass PatpB-289 tatsächlich ausgeschaltet war (nicht gezeigt).  
Die gezeigten Transkriptionsstarts konnten für die Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 
und TL21 sowie PEP/rpoB TL1 und TL2 auch durch 5´-RACE (s. 2.2.9.20) Versuche 
bestätigt werden. Außerdem zeigten diese Versuche, da die erhaltenen PCR-Produkte bei 
dieser Methode sequenziert wurden, dass die erwünschten Veränderungen in den Mutanten 
tatsächlich auch auf RNA-Ebene vorhanden waren, und dass es sich bei den in der primer 
extension Analyse ermittelten Promotoren um die Ersatzpromotoren bzw. veränderten 
Promotoren handelte. 100 % der sequenzierten Klone für die transplastomischen Linien 
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zeigten die zu erwartenden Mutanten-Sequenzen, obwohl bis auf PEP/accD alle Pflanzen 
heteroplastomisch waren. Jedoch wurden aus Zeitgründen pro transplastomischer Linie nur 
zwei 5´-RACE Analysen mit jeweils 10-20 sequenzierten Klonen pro PCR-Fragment 
durchgeführt. Für eine statistische Auswertung müssen diese Versuche wiederholt werden.  
Es ist bekannt, dass der psbA-Promotor (PpsbA-85), von welchem aus die aadA-Kassette 
transkribiert wird, divergent funktionieren kann (Sriraman et al., 1998a). Daher sollte durch 
primer extension Analysen für die verschiedenen transplastomischen Linien überprüft 
werden, ob tatsächlich an entsprechender Stelle innerhalb der Kassettensequenz Transkripte 
initiiert werden, die fälschlicherweise als echte accD- bzw. rpoB-Transkripte detektiert 
werden könnten. Mit den ursprünglich genutzten Oligonukleotiden wurden keine Transkripte 
detektiert, die an PpsbA-85 in die entgegengesetzte Richtung oder auch an bisher unbekannten 
Promotoren stromaufwärts außerhalb der Kassette initiiert wurden. Außerdem wurden 
alternative primer verwendet, welche weiter stromaufwärts als die ursprünglichen 
Oligonukleotide hybridisierten. Dabei handelte es sich um Oligonukleotide, die stromabwärts 
der jeweils genutzten accD- bzw. rpoB-Promotoren oder zwischen Kassette und Promotor 
oder innerhalb der Kassette hybridisierten. Auch mit diesen primern wurden keine 
zusätzlichen Transkriptionsstartstellen gefunden. Alle nachfolgend erfassten Transkriptlevel 
gingen also auf die bekannten Promotoren zurück, oder auf unbekannte Promotoren, die 
bisher nicht detektiert bzw. lokalisiert werden konnten. Dies war insbesondere für 
ΔNEP/accD interessant, da ein vollständiger knock out von accD letal ist (Kode et al., 2005). 
Die Existenz dieser transplastomischen Linie kann zum einen auf die verbliebenen 
Wildtypplastome zurückgeführt werden, kann jedoch auch ein Hinweis auf alternative accD-
Promotoren sein, wie die Untersuchung der steady state Transkriptlevel in 3.1.5.2 zeigt.    
 
Für die primer extension Analyse von ΔNEP/rrn16 und des Wildtyps wurden die Pflanzen 7 d 
auf MS-Medium unter Normalbedingungen bzw. im Dunkeln angezogen. Proben für die 
RNA-Extraktion wurden 7 d nach Aussaat genommen. Zum Vergleich wurde zudem RNA der 
PEP-defizienten Pflanze ΔrpoA (Serino und Maliga, 1998; s. 2.1.4, Tab. 2) präpariert. Für die 





Abb. 18: Primer extension Analyse für die transplastomische Linie ΔNEP/rrn16. 10 µg RNA von 7 d im 
Dunkeln oder 7 d unter Standardbedingungen auf MS-Medium angezogenen transplastomischen und Wildtyp-
Pflanzen (Nt Wt), sowie RNA von ΔrpoA wurden für die Reaktion eingesetzt. Parallel wurde mit dem 
korrespondierenden Plasmid (ursprüngliches Transformationsplasmid pJS51; s. 2.1.4, Tab. 2) eine 
Sequenzreaktion durchgeführt und zur Lokalisation von Transkriptionsstartpunkten im Sequenzgel mit 
aufgetrennt. Der jeweils durch das Signal repräsentierte Promotor ist gekennzeichnet. Der schwarze Pfeil 
kennzeichnet ein Signal, welches keinem bisher bekannten Promotor zugeordnet werden kann.     
 
Der PEP-Promotor, der sowohl im Wildtyp als auch in ΔNEP/rrn16 intakt war, konnte 
eindeutig detektiert werden. Es wurden drei Banden detektiert. Bei der ursprünglichen 
Kartierung durch Vera und Sugiura (1995) wurden primer extension Produkte an den 
Positionen -116 und -114 gefunden. Allison et al. (1996) detektierten zwei Startnukleotide 
und benannten den Promotor entsprechend Prrn16-113/114. Offenbar wurden in diesem Fall 
alle drei Startstellen detektiert. In ΔrpoA waren die entsprechenden Banden erwartungsgemäß 
nicht zu sehen, da PEP hier nicht intakt war. Die Intensität der PEP-Promotornutzung 
unterschied sich 7 d nach Aussaat und Anzucht unter Normalbedingungen nicht zwischen 
Wildtyp und ΔNEP/rrn16. Dies traf auch 3, 10 und 14 d nach Aussaat zu (nicht gezeigt). Bei 
Anzucht im Dunkeln war die Transkription durch PEP in Wildtyp und Mutante 
gleichermaßen reduziert. Das Fehlen eines intakten NEP-Promotors und der Transkription 
durch NEP wurden offenbar nicht durch eine verstärkte PEP-abhängige Transkription 
kompensiert. Auch in zwei 5´-RACE Experimenten wurde der entsprechende PEP-abhängige 
Transkriptionsstart in Wildtyp und Mutante gefunden. Des Weiteren konnte dadurch gezeigt 
werden, dass die erwünschten Sequenzveränderungen in der transplastomischen Linie 
tatsächlich auch auf RNA-Ebene vorhanden sind. Es wurden keine wildtypischen Sequenzen 
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im Promotorbereich von ΔNEP/rrn16 identifiziert. Der NEP-Promotor wurde im Wildtyp 
erwartungsgemäß deutlich schwächer genutzt als der PEP-Promotor, konnte aber dennoch 
detektiert werden. In ΔrpoA war die NEP-Bande entsprechend den Erwartungen stärker. Da 
PEP nicht aktiv war, musste rrn16 von NEP transkribiert werden. In ΔNEP/rrn16 war nur 
eine sehr schwache bzw. keine Bande auf Höhe des NEP-Promotors zu erkennen (s. Abb. 18). 
Der NEP-Promotor war also in seiner Funktion eingeschränkt. Die leichte Bande ging 
wahrscheinlich auf restliche Wildtypplastome zurück. Oberhalb der den NEP-Promotor 
repräsentierenden Bande war in ΔNEP/rrn16 eine weitere, kräftige Bande zu erkennen (Pfeil). 
Dieser Effekt konnte in fünf Wiederholungen reproduziert werden. Die Bande konnte schon 
in 3 d alten Keimlingen beobachtet werden, erreichte ihre maximale Intensität 7 d nach 
Aussaat und wurde nach 10 d wieder schwächer (Zeitreihe nicht gezeigt). Auch bei Anzucht 
im Dunkeln verlor diese Bande an Intensität. Dieser Effekt war in Wiederholungen sogar 
noch stärker ausgeprägt (nicht gezeigt). Bei ΔrpoA war interessanterweise eine entsprechende 
Bande zu erkennen. Dieses Signal könnte sowohl einen bisher unbekannten Promotor wenige 
Nukleotide stromaufwärts des NEP-Promotors repräsentieren, dessen Transkripte in der 
Mutante im GC-haltigen Bereich des durch Mutagenese veränderten NEP-Promotormotivs 
initiiert werden, als auch eine Prozessierungsstelle darstellen. Um zu überprüfen, ob es sich 
bei dieser Bande um ein Prozessierungsprodukt handelt, wurden die verschiedenen RNA-
Präparationen vor dem Einsatz für die primer extension Analyse mit Terminator™ 5´-
Phosphate-Dependent Exonuclease (Epicentre), welche spezifisch RNA mit 5´-Monophosphat 
abbaut, entsprechend den Herstellerangaben verdaut. Aus Zeitgründen konnte dieser Versuch 
nur zweimal durchgeführt werden. Beide Male funktionierte der Verdau offenbar nicht, was 
dadurch deutlich wurde, dass beim Bandenmuster keine Veränderung sichtbar war und trotz 
des Verdaus die prozessierte 16S rRNA detektiert wurde (nicht gezeigt). Andererseits könnte 
dies  auch darauf hindeuten, dass das in der Mutante detektierte Signal tatsächlich ein 
Primärtranskript und somit einen alternativen Promotor repräsentierte. Zwar waren in allen 
Spuren auch die bekannten, sehr kräftigen Banden der prozessierten 16S rRNA noch zu 
sehen, jedoch waren diese Banden stets so kräftig, dass die eingesetzte Enzymmenge 
möglicherweise nicht ausreichte, um sämtliche prozessierte RNA zu verdauen. Es sind also 







3.1.5 Analyse des primären Transkriptoms der Tabakmutanten 
Das primäre Transkriptom der 7 d alten transplastomischen Pflanzen wurde mittels dRNA-
Seq untersucht (s. 2.2.9.22) und potentielle Transkriptionsstartstellen (TSS) analysiert sowie 
mit den Daten der primer extension Analysen verglichen. Zur Auswertung der Daten und 
Klassifizierung wurde der Integrated Genome Browser von Affymetrix (Nicol et al., 2009; s. 
2.2.9.22) verwendet. Die erhaltenen reads der cDNA-Fragmente wurden sowohl gegen die 
veränderten Sequenzen der untersuchten Promotor- und Genbereiche kartiert, als auch zum 
Vergleich mit dem Wildtyp gegen das Tabakplastom.  
 
3.1.5.1  Aktivierung zusätzlicher Promotoren in PEP/accD und ΔNEP/accD 
In Abbildung 19A ist die relative Anzahl kartierter reads für die Promotorregion und den 
Bereich stromaufwärts der aadA-Kassette der accD-Mutanten im Vergleich zum primären 
Transkriptom des Wildtyps dargestellt. In PEP/accD war die erwartete TSS für PatpB-255, 
welcher PaccD-129 ersetzte, nicht erkennbar. Möglicherweise wurde der atpB-Promotor 
stromaufwärts von accD nur schwach genutzt, sodass keine Anreicherung der primären 
Transkripte detektiert werden konnte. In den primer extension Analysen konnte die Nutzung 
des PEP-Promotors anstelle des NEP-Promotors stets nachgewiesen werden. Allerdings 
schienen weiter stromaufwärts von PatpB-255 (knapp stromabwärts der Kassette) Transkripte 
initiiert zu werden. Jedoch waren die entsprechenden reads der +TEX-Probe nicht signifikant 
angereichert gegenüber der -TEX-Probe, und es konnte kein potentielles Promotormotiv 
stromaufwärts dieser Stelle gefunden werden. Somit scheint es sich hierbei nicht um eine 
primäre TSS zu handeln. In ΔNEP/accD wurde der veränderte Promotor offenbar nicht 
genutzt. Dies stimmte mit den primer extension Analysen überein. Allerdings war eine TSS 
mit schwach angereicherten reads an der Position -158 relativ zum Translationsstart zu 
erkennen, die auch im Wildtyp detektiert werden konnte. Tatsächlich konnte an entspechender 
Stelle auch in den primer extension Analysen ein sehr schwaches Signal im Wildtyp und 
ΔNEP/accD beobachtet werden (s. Abb. 19B). Diese neue TSS wurde auch in anderen 
Wildtyp-Präparationen gefunden (Dr. Petya Zhelyazkova, pers. Mitteilung). Daher scheint es 
sich hierbei um einen alternativen accD-Promotor zu handeln. Die Suche nach möglichen 
Promotormotiven ergab zum Einen zwei potentielle NEP-Motive (s. Abb. 20). Zum anderen 
konnten zwei potentielle -10-Regionen und schwach konservierte -35-Motive gefunden 
werden. Warum der bekannte Promotor an Position -129 im Gegensatz zu den primer 
extension Analysen nicht zu erkennen war, ist unklar. Des Weiteren wurde beobachtet, dass 
die Prozessierungstelle in den Mutanten sich nicht von der wildtypischen unterscheidet, und 
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bei gleicher Skalierung der Mutanten- und Wildtyp-Graphen (nicht gezeigt) auch die Menge 
angereicherter reads über den entsprechenden Bereich annähernd gleich war.  
 
 
Abb. 19: Transkriptionsstartstellen in PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und Wildtyp. A Darstellung der dRNA-
Seq-Ergebnisse. Die cDNA reads der cDNA-Bibliotheken, die mit primären Transkripten angereichert (+TEX, 
rot) bzw. nicht angereichert (-TEX, schwarz) waren, wurden gegen die veränderten accD-Sequenzen bzw. das 
Tabakplastom kartiert. Die Graphen wurden normalisiert gegen die Gesamtzahl der kartierten Chloroplasten-
reads, und die relative Anzahl kartierter reads pro Gen- bzw. Genomposition wurde aufgetragen (s. 2.2.9.22). 
Unterhalb der Graphen sind die korrespondierenden Gen- bzw. Genomabschnitte dargestellt. Schwarze Pfeile 
kennzeichnen potentielle TSS. Schwarze Pfeilspitzen kennzeichnen Prozessierungstellen, die graue Pfeilspitze 
markiert eine potentielle Bindestelle für ein RNA-bindendes Protein. T = potentieller Promotor, der noch 
verifiziert werden muss. B Primer extension Analyse der Promotorregion von accD in den Mutanten und dem 
Wildtyp. Dargestellt ist ein schwaches Signal, welches bislang als Hintergrund charakterisiert wurde.   
   
Stromaufwärts der Kassette wurden offenbar eine (PEP/accD) bzw. zwei (ΔNEP/accD) 
weitere TSSs in den Mutanten aktiviert. Beiden Mutanten war TaccD-557 gemein, welche im 
Wildtyp nicht genutzt wurde. Der Sequenzbereich um die Nukleotide -50 bis -1 relativ zur 
68 Ergebnisse 
 
TSS enthält ein potentielles PEP-Promotormotiv (s. Abb. 20). In ΔNEP/accD wurde 
zusätzlich eine TSS an Position -437 relativ zum Translationsstart aktiviert. Die 
stromaufwärts gelegene Sequenz enthält sowohl ein potentielles NEP- als auch PEP-Motiv (s. 
Abb. 20). In den Mutanten wie auch im Wildtyp wurde ein kurzes Signal stromaufwärts des 
Kassetteninsertionsorts beobachtet, welches in den -TEX-Proben angereichert war. Hierbei 
handelt es sich vermutlich um einen footprint einer Bindestelle eines RNA-Bindeproteins (Dr. 
Petya Zhelyazkova, pers. Mitteilung). 
 
 
Abb. 20: Potentielle Promotormotive, die im Bereich -50 bis -1 stromaufwärts mittels dRNA-Seq identifizierter 
TSS in den transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und PEP/rpoB TL2 gefunden wurden. 
Das jeweilige Startnukleotid ist fett hervorgehoben. Mögliche -10- und -35-Boxen potentieller PEP-Promotoren 
sind unterstrichen. Potentielle NEP-Promotormotive sind gelb hinterlegt.   
 
Abbildung 21 zeigt die kartierten reads innerhalb der Kassettensequenz. Auf dem Minus-
Strang war der Transkriptionsstart der Kassette zu erkennen. Die Menge an kartierten reads 
über den gesamten Kassettenbereich verdeutlichte, dass die Kassette in ΔNEP/accD 
schwächer transkribiert wurde als in PEP/accD, was möglicherweise auf die Heteroplastomie 
der ersteren Mutanten zurückzuführen war. Auf dem Plus-Strang stromaufwärts des PpsbA-85 
war in allen transplastomischen Pflanzen stets ein kurzes, scharfes Signal erkennbar, das nur 
17 Nukleotide umfasste, und somit vermutlich keine TSS repräsentierte (s. Abb. 21; 
PEP/accD, +TEX, rechter Graph). Das Signal wenig stromabwärts des Kassettenendes, 
welches in ΔNEP/accD ähnlich einer Prozessierungstelle in der -TEX-Probe angereichert war 
(s. Abb. 21; ΔNEP/accD, -TEX, linker Graph), war ebenfalls in allen transplastomischen 
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Linien erkennbar, und repräsentierte vermutlich prozessierte Transkripte, die stromaufwärts 
der Kassette initiiert wurden.  
 
 
Abb. 21: Darstellung der dRNA-Seq-Ergebnisse für den Sequenzbereich der aadA-Kassette für PEP/accD TL2 
und ΔNEP/accD TL2. Die cDNA reads der cDNA-Bibliotheken, die mit primären Transkripten angereichert 
(+TEX, rot) bzw. nicht angereichert (-TEX, schwarz) waren, wurden gegen die Sequenz der aadA-Kassette 
kartiert. Die Graphen wurden normalisiert gegen die Gesamtzahl der kartierten Chloroplasten-reads, und die 
relative Anzahl kartierter reads pro Gen- bzw. Genomposition wurde dargestellt (s. 2.2.9.22). Gezeigt sind der 
Plus- und Minus-Strang der DNA. Unterhalb der Graphen ist die aadA-Kassette schematisch dargestellt. 
Schwarze Pfeile kennzeichnen potentielle TSS. Schwarze Pfeilspitzen kennzeichnen Prozessierungstellen. T = 
potentieller Promotor, der noch verifiziert werden muss. 
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Zudem wurde in allen Mutanten TaadA1 gefunden (s. Abb. 21). Dieser TSS ist ein Motiv 
vorgeschaltet (s. Abb. 20), welches theoretisch unter den gegebenen Bedingungen von PEP 
genutzt werden könnte. In ΔNEP/accD wurden drei weitere, mögliche TSSs (TaadA2, 3 und 
4) innerhalb der Kassette aktiviert. Lediglich in der korrespondierenden Sequenz 
stromaufwärts von TaadA4 wurde ein potentielles PEP-Promotormotiv identifiziert (s. Abb. 
20).  
 
3.1.5.2  Ein zusätzlicher Promotor stromaufwärts wird in PEP/rpoB aktiviert 
Die Startstelle des atpB-Promotors war in PEP/rpoB TL2 deutlich zu erkennen (s. Abb. 22). 
Die originale Startstelle im Wildtyp (nicht gezeigt) war nur schwach detektierbar. Die 
Prozessierungsstelle in der Mutante unterschied sich nicht von der wildtypischen. Innerhalb 
des Kassettenbereichs wurden kaum Transkripte initiiert. Es wurde lediglich - wie in  allen 
transplastomischen Pflanzen - TaadA1 (s. Abb. 21) gefunden. Im Gegensatz zum Wildtyp 
(nicht gezeigt) wurde in PEP/rpoB ein Promotor an Position -608 relativ zum 
Translationsstart aktiviert. Zwar sind in der –TEX-Probe mehr reads kartiert, dennoch könnte 
es sich um eine TSS handeln (Dr. Zhelyazkova, pers. Mitteilung), denn im stromaufwärts 
gelegenen Sequenzbereich konnte ein NEP-Promotormotiv identifiziert werden (s. Abb. 20). 
Stromaufwärts von TrpoB-608 waren zahlreiche Transkripte in der -TEX-Probe zu sehen. 
Allerdings konnte weiter stromaufwärts keine TSS gefunden werden, die den Ursprung dieser 
Transkripte klären würde.    
 
 
Abb. 22: Darstellung der dRNA-Seq-Ergebnisse für PEP/rpoB TL2. Die cDNA reads der cDNA-Bibliotheken, 
die mit primären Transkripten angereichert (+TEX, rot) bzw. nicht angereichert (-TEX, schwarz) waren, wurden 
gegen die veränderten rpoB-Sequenzen bzw. das Tabakplastom kartiert. Die Graphen wurden normalisiert gegen 
die Gesamtzahl der kartierten Chloroplasten-reads, und die relative Anzahl kartierter reads pro Gen- bzw. 
Genomposition wurde aufgetragen. Unterhalb der Graphen sind die korrespondierenden Gen- bzw. 
Genomabschnitte dargestellt. Schwarze Pfeile kennzeichnen potentielle TSS. Schwarze Pfeilspitzen 
kennzeichnen Prozessierungstellen. T = potentieller Promotor, der noch verifiziert werden muss. 
 
3.1.5.3  Keine signifikanten Effekte in ΔNEP/rrn16 
Im rrn16-Promotorbereich in ΔNEP/rrn16 wurde die mit dem PEP-Promotor 
korrespondierende Startstelle detektiert und erwartungsgemäß keine TSS für den NEP-
Promotor (s. Abb. 23). Wie auch im Wildtyp (nicht gezeigt) waren in der Mutante die 
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charakteristische Prozessierungsstelle an Position -30 relativ zum 5´-Ende der reifen 16S 
rRNA (Vera et al., 1993; Vera und Sugiura, 1995), sowie das reife Ende selbst zu erkennen. 
Innerhalb der aadA-Kassette waren auf dem Plus-Strang die in allen transplastomischen 
Linien detektierten Signale erkennbar (TaadA1), sowie zwei der potentiellen TSSs (TaadA3 
und 4), die auch in ΔNEP/accD aktiviert worden waren.  
 
 
Abb. 23: Darstellung der dRNA-Seq-Ergebnisse für ΔNEP/rrn16. Die cDNA reads der cDNA-Bibliotheken, die 
mit primären Transkripten angereichert (+TEX, rot) bzw. nicht angereichert (-TEX, schwarz) waren, wurden 
gegen die veränderten rrn16-Sequenzen bzw. das Tabakplastom kartiert. Die Graphen wurden normalisiert 
gegen die Gesamtzahl der kartierten Chloroplasten-reads, und die relative Anzahl kartierter reads  pro Gen- bzw. 
Genomposition wurde aufgetragen. Unterhalb der Graphen sind die korrespondierenden Gen- bzw. 
Genomabschnitte dargestellt. Schwarze Pfeile kennzeichnen potentielle TSS. Schwarze Pfeilspitzen 
kennzeichnen Prozessierungstellen. T = potentieller Promotor, der noch verifiziert werden muss 
  
Stromaufwärts der Kassette wurde der Transkriptionsstart der tRNA-Val beobachtet, sowie 
ein weiteres Signal, welches innerhalb der trnV-Sequenz initiiert wurde und hinsichtlich der 
signifikant angereicherten Nukleotide exakt mit dem 3´-Ende der tRNA endete. Dies deutete 
darauf hin, dass es sich hierbei um ein Artefakt resultierend aus tRNA-Resten handelte. Auch 
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für den Wildtyp wurde ein entsprechendes, etwas schwächeres Signal beobachtet (nicht 
gezeigt). Somit konnten im Vergleich zum Wildtyp keine signifikanten Effekte auf die 
primären rrn16-Transkripte durch das Ausschalten des rrn16-NEP-Promotors beobachtet 
werden.     
 
3.1.6 Einfluss der veränderten Promotoren auf Transkriptmengen 
Nachfolgend sollte analysiert werden, ob das Ausschalten bzw. der Austausch der Promotoren 
einen Einfluss auf die steady state Transkriptmengen hat. Dies sollte Rückschlüsse darauf 
erlauben, ob PEP zu verschiedenen Zeitpunkten der Chloroplastendifferenzierung die Rolle 
von NEP bei der Transkription übernehmen und entsprechende RNA-Mengen zur Verfügung 
stellen kann. Dafür wurden Northern Blots und qRT-PCRs durchgeführt.   
 
3.1.6.1  rrn16 Transkriptmengen sind unverändert in ΔNEP/rrn16  
Um zu untersuchen, ob der Wegfall des NEP-Promotors einen Einfluss auf die Menge der 16S 
rRNA hat, wurden 10 µg RNA vom Wildtyp, der transplastomischen Linie und ΔrpoA mittels 




Abb. 24: Northern Blot Analyse der transplastomischen Linie ΔNEP/rrn16. Die transplastomische Linie sowie 
der Wildtyp (Nt Wt) wurden unter Standardbedingungen auf Erde angezogen und nach 10 d Proben für die 
RNA-Präparation genommen. Zum Vergleich wurde auch RNA von ΔrpoA untersucht. 10 µg RNA wurden im 
1 %igen Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit einer rrn16-spezifischen 
Oligonukleotid-Sonde hybridisiert. Zum Abgleich der Transkriptgrößen wurde ein RNA-Marker (RiboRuler™ 
RNA Ladder High Range, Fermentas) parallel im Gel mit aufgetrennt. Die Position der Markerbande ist 
gekennzeichnet. Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung des Gels wurde die Membran mit Methylenblau 
gefärbt und die Banden der 25S und 18S rRNA dokumentiert.  
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In ΔrpoA konnte entsprechend den Erwartungen nur ein sehr schwaches Signal mit der rrn16-
spezifischen Sonde detektiert werden. Die Transkriptmengen von Wildtyp und ΔNEP/rrn16 
glichen sich. Dasselbe Ergebnis wurde auch für 7 und 14 d alte Pflanzen erhalten. Das 
Ausschalten des NEP-Promotors beeinflusste also nicht den rrn16-Transkriptlevel.     
 
3.1.6.2  Die Transkription von accD durch PEP führt zur leichten Überexpression 
In den primer extension Analysen wurde für PEP/accD TL2 eine leicht verstärkte 
Promotornutzung beobachtet, während in ΔNEP/accD TL2 und TL21 kein Transkript 
detektiert wurde. Zunächst wurde mittels Northern Blot überprüft, ob sich dieses Ergebnis auf 
die RNA-Level in den transplastomischen Linien auswirkt. In Abbildung 25 ist das Resultat 
für den Northern Blot mit Gesamt-RNA 14 d alter Pflanzen zu sehen. 
 
Abb. 25: Northern Blot Analyse der transplastomischen Linien PEP/accD TL2 und ΔNEP/accD TL2 und TL21. 
Die transplastomischen Linien sowie der Wildtyp (Nt Wt) wurden unter Standardbedingungen auf Erde 
angezogen und 14 d nach Aussaat Proben für die RNA-Präparation genommen. 20 µg RNA wurden im 1 %igen 
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit einer accD-spezifischen 
Einzelstrang-Sonde hybridisiert. Zum Abgleich der Transkriptgrößen wurde ein RNA-Marker (RiboRuler™ 
RNA Ladder High Range, Fermentas) parallel im Gel mit aufgetrennt. Die Positionen der Markerbanden sind 
gekennzeichnet. Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung des Gels wurde die Membran mit Methylenblau 
gefärbt und die Banden der 25S und 18S rRNA dokumentiert. 
 
Die Bandenmuster der verschiedenen Linien unterschieden sich nicht vom Wildtyp. Multiple 
Banden bei der Detektion von accD-Transkripten sind nicht überraschend und wurden auch 
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für andere Spezies wie Arabidopsis gefunden (Meurer et al., 1996; Ke et al., 2000). Die 
schwachen Signale bei 8 kb und vermutlich auch die Signale bei 3 kb resultieren aus dem 
Umstand, dass accD als Teil eines Operons gemeinsam mit anderen Genen als 
polycistronische RNA transkribiert und anschließend prozessiert wird. Die Bande um 1,5 kb 
entspricht der erwarteten Größe der accD-mRNA. Die Intensitäten der Signale in Wildtyp und 
Mutanten unterschieden sich. Anhand der Bande bei etwa 1,5 kb war zu erkennen, dass die 
Transkription von accD durch PEP statt durch NEP zu einer leichten Überexpression führte. 
Die verstärkte Promotornutzung (s. 3.1.4, Abb. 16) wurde also in den steady state 
Transkriptmengen widergespiegelt. Dieser Effekt konnte erst ab 10 bis 14 d nach Aussaat 
beobachtet werden. Northern Blots mit RNA 7 d alter Pflanzen (nicht gezeigt) zeigten keine 
Unterschiede der mRNA-Mengen von Wildtyp und PEP/accD TL2. Außerdem war in der 
PEP/accD-Spur unterhalb der 1,5 kb-Bande ein Schmier erkennbar. Dieser resultierte 
vermutlich entweder aus einem teilweisen Abbau der überexprimierten accD-RNA oder 
repräsentierte Prozessierungsprodukte der übrigen, gemeinsam mit accD transkribierten 
RNAs. Demgegenüber waren die Intensitäten der Banden in ΔNEP/accD TL2 und TL21 von 
vergleichbarer Stärke wie die wildtypischen Banden. Trotz des Ausschaltens des NEP-
Promotors wurden also accD-Transkripte produziert. Zum Teil gingen diese Transkripte 
sicherlich auf die wenigen, verbliebenen Wildtyp-Plastome zurück. Jedoch war es 
unwahrscheinlich, dass diese verglichen mit dem Wildtyp deutlich geringere Menge an 
wildtypischer DNA zum selben Transkriptlevel führte. Da durch die primer extension 
Analysen weder eine Transkription vom divergenten psbA-Promotor, der die Transkription 
der aadA-Kassette steuert, beobachtet werden konnte, noch alternative Promotoren detektiert 
wurden, war der Ursprung dieser Transkripte zunächst ungeklärt. Die Daten der dRNA-Seq 
ließen jedoch vermuten, dass zum Einen ein alternativer Promotor an Position -158 existiert, 
der in der Mutante intakt war, und zum Anderen innerhalb der Kassette und stromaufwärts 
dieser Transkripte initiiert wurden.  
 
Da die Detektion von accD insbesondere in sehr jungen Pflanzen mittels Northern Blot 
schwierig ist und außerdem die erhaltenen Ergebnisse bestätigt werden sollten, wurden die 
Transkriptlevel in Wildtyp und transplastomischen Linien auch mittels qRT-PCR (s. 2.2.9.19) 
untersucht. Dafür wurde RNA von Pflanzen unterschiedlichen Alters extrahiert und eingesetzt 




Abb. 26: qRT-PCR Analyse der accD-Transkriptmengen in den transplastomischen Linien PEP/accD TL2 und 
ΔNEP/accD TL2 und TL21. Die transplastomischen Linien und der Wildtyp (Nt Wt) wurden auf Erde unter 
Standardbedingungen angezogen. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung aber stets zur selben Tageszeit 
wurden Proben für die RNA-Präparation genommen. Für die Analyse wurden 2 µg RNA eingesetzt. A 
Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Transkriptmengen aus 2 biologischen Replikaten mit je 2 
technischen Replikaten für PEP/accD TL2 und den Wildtyp. Dabei wurde zur Verrechnung der technischen 
Replikate der 3 d-Wildtyp-Wert auf 1 normiert. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. B Mittelwerte 
der relativen Transkriptmengen 7 d nach Aussaat aus 2 biologischen Replikaten mit je 2 technischen Replikaten 
und einem weiteren biologisches Replikat mit einem einzelnen Versuch für ΔNEP/accD TL2 und TL21 und den 
Wildtyp. Der 3 d-Wildtyp-Wert wurde auf 1 normiert. Die Standardabweichungen sind gekennzeichnet.  
 
In Abbildung 26A sind die relativen Transkriptmengen von PEP/accD TL2 im Vergleich zum 
Wildtyp während der Chloroplastendifferenzierung dargestellt. Die Transkriptmuster von 
Wildtyp und Mutante unterschieden sich kaum. 7 d nach Aussaat war der Transkriptlevel am 
größten und nahm dann langsam ab. Ein ähnliches Muster wurde bereits in den primer 
extension Analysen für den Wildtyp gezeigt. 3 d nach Aussaat waren die Transkriptlevel 
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annähernd gleich. Danach waren die Transkriptmengen von PEP/accD gegenüber dem 
Wildtyp leicht erhöht. Im Gegensatz zu den Northern Blots konnte dieser 
Überexpressionseffekt schon 7 d nach Aussaat beobachtet werden. In 21 d alten Keimlingen 
wurden in Wildtyp und Mutante annähernd gleiche Transkritpmengen detektiert (nicht 
gezeigt). Die Transkription durch PEP anstelle von NEP führte also zu einer leichten 
Überexpression. Das Transkriptionsmuster während der Entwicklung änderte sich hingegen 
nicht signifikant durch den Ersatz des NEP-Promotors durch den PEP-Promotor.  
Abbildung 26B stellt die Transkriptmengen von ΔNEP/accD im Vergleich zum Wildtyp 7 d 
nach Aussaat dar. Die Transkriptlevel der beiden transplastomischen Linien waren nur wenig 
niedriger als im Wildtyp. Dies reproduzierte das Ergebnis, das auch mittels Northern Blot 
erhalten wurde.  
 
3.1.6.3  Die RNA-Mengen in PEP/rpoB sind verringert 
Auch für PEP/rpoB sollten die Transkriptmengen von rpoB mit denen des Wildtyps 
verglichen werden. Durch Northern Blot war dies nicht möglich, da mit unterschiedlichen 
Gelsystemen, Sonden, RNA-Mengen und sogar angereicherter Chloroplasten-RNA stets nur 
ein Schmier detektiert werden konnte. Daher wurden die Transkriptlevel zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Entwicklung mittels qRT-PCR bestimmt (s. Abb. 27). Das Transkriptmuster 
von PEP/rpoB unterschied sich kaum von dem des Wildtyps. Der höchste Transkriptlevel 
wurde 3 d nach Aussaat beobachtet. Danach nahm die Transkriptmenge im Wildtyp stetig ab. 
Abgesehen vom 3 d-Signal korrelierte dieser Verlauf mit dem in den primer extension 
Analysen beobachteten Muster. In der transplastomischen Linie stagnierte die 
Transkriptmenge zwischen 7 und 14 d nach Aussaat und nahm dann weiter ab. Im gesamten 
Verlauf lag die Transkriptmenge der Mutante unterhalb der des Wildtyps. Die Transkription 
durch PEP statt durch NEP führte also nicht zu einer Überexpresssion. Vielmehr schien PEP 
die Funktion von NEP nicht vollständig zu kompensieren. Überraschend war die sehr große 
Transkriptmenge in den 3 d-Proben. In den primer extension Analysen konnte für 3 d alte 
Pflanzen kein Signal detektiert werden. Daher scheint es unwahrscheinlich, dass die qRT-
PCR-Signale tatsächlich auf eine große Menge vollständiger Transkripte zurückzuführen sind. 
Da schon im Samen rpoB-Transkripte vorliegen (Demarsy et al, 2006), könnten die Signale 





Abb. 27: qRT-PCR Analyse der rpoB-Transkriptmengen in der transplastomischen Linie PEP/rpoB TL2. Die 
transplastomische Linie und der Wildtyp (Nt Wt) wurden auf Erde unter Standardbedingungen angezogen. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung aber stets zur selben Tageszeit wurden Proben für die RNA-
Präparation genommen. Für die Analyse wurden 2 µg RNA eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte der 
relativen Transkriptmengen aus 2 biologischen Replikaten mit  2 bzw. 3 technischen Replikaten für PEP/rpoB 
TL2 und den Wildtyp. Zur Verrechnung der technischen Replikate wurde der 3 d-Wildtyp-Wert auf 1 normiert. 
Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. 
 
Das rpoB/C1/C2 Operon hat eine besondere Stellung, da es für PEP-Untereinheiten kodiert. 
Insofern ist es interessant zu untersuchen, ob die Promotorveränderung auch einen globalen 
Effekt auf PEP-transkribierte Gene hat. Daher wurden Northern Blot Analysen mit RNA von 
PEP/rpoB TL2 bzw. TL1 und dem Wildtyp mit spezifischen Sonden für psb-Gene 
durchgeführt (s. Abb 28). Für die beispielhaft gewählten Gene psbA und psbD war zu den 
verschiedenen Zeitpunkten der Chloroplastendifferenzierung (s. Abb. 28A) kein Unterschied 
der Transkriptmengen zwischen Wildtyp und transplastomischer Linie zu erkennen. Dasselbe 
Ergebnis wurde für psbE (nicht gezeigt) erhalten. Auch in Wildtyp- und PEP/rpoB-Samen, 
welche nur 1 bzw. 2 d in Wasser unter Standard-Lichtbedingungen zur Keimung belassen 
wurden (s. Abb. 28B), wurden keine Unterschiede der psbA-, psbD- und psbE-
Transkriptmengen detektiert (psbE nicht gezeigt). Somit wurden zwar die Transkriptmengen 
von rpoB durch den Austausch des NEP-Promotors gegen den PEP-Promotor beeinflusst, 
nicht jedoch die Level der durch PEP transkribierten Gene. Dies ließ bereits vermuten, dass 

































Abb. 28: Northern Blot Analyse der psb-Transkriptmengen in der transplastomischen Linie PEP/rpoB TL2 bzw. 
TL1. A Die transplastomische Linie sowie der Wildtyp (Nt Wt) wurden unter Standardbedingungen auf Erde 
angezogen und 14 d nach Aussaat Proben für die RNA-Präparation genommen. 10 µg RNA wurden im 1 %igen 
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit spezifischen Sonden für psbA und 
psbD hybridisiert. Zum Abgleich der Transkriptgrößen wurde ein RNA-Marker (RiboRuler™ RNA Ladder High 
Range, Fermentas) parallel im Gel mit aufgetrennt. Die Positionen der Markerbanden sind gekennzeichnet. Zur 
Kontrolle der gleichmäßigen Beladung des Gels wurde die Membran mit Methylenblau gefärbt und die Banden 
der 25S und 18S rRNA dokumentiert. B PEP/rpoB TL1 und der Wildtyp wurden 1 bzw. 2 d in sterilem Wasser 
unter Standard-Lichtbedingungen belassen. 1 µg (1d) bzw. 5 µg RNA wurden für den Northern Blot eingesetzt. 
Als Beladungskontrolle wurde die 18S rRNA mit einer spezifischen Sonde detektiert.    
      
Da die aadA-Kassette der für trnC kodierenden Sequenz vorgeschaltet ist, wurde überprüft, 
ob durch ein mögliches Durchlesen der Kassette die Transkriptmenge von trnC beeinflusst 
wird, da dies wiederum Einfluss auf die Genexpression der Mutante haben kann. In Northern 
Blot Analysen konnte keine Veränderung der trnC-Transkriptlevel beobachtet werden (nicht 
gezeigt), sodass ein derartiger Einfluss der Kassette ausgeschlossen werden konnte.      
 
3.1.7 Die Edierung der rpoB-Transkripte wird nicht beeinflusst in PEP/rpoB 
An der Regulation der plastidären Genexpression sind verschiedene posttranskriptionelle 
Prozesse beteiligt (Übersicht in Barkan, 2011). So ist z.B. bekannt, dass plastidäre mRNAs 
ediert werden (Übersicht in Chateigner-Boutin and Small, 2010). Dies trifft auch für rpoB aus 
Tabak zu. Im Kodon 667 wird ein C zu einem U ediert, sodass statt der Aminosäure Serin 
Phenylalanin kodiert wird (Tillich et al., 2006). Für die transplastomischen Linien PEP/rpoB 
TL1 und 2 wurde daher untersucht, ob der Gebrauch einer anderen RNA-Polymerase (PEP 
statt NEP) die Edierung der resultierenden rpoB-Transkripte beeinflusst. Dafür wurde 
Gesamt-RNA des Wildtyps und der transgenen Linien von genomischer DNA befreit und zur 
reversen Transkription mit einem rpoB-spezifischen Oligonukleotid eingesetzt. Die 
resultierenden cDNA-Fragmente wurde mittels PCR amplifiziert, in pGEM®-T kloniert und 
sequenziert (s. 2.2.9.21). Als Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase 
mitgeführt. PCR-Signale (nicht gezeigt) in den Kontrollen resultierten somit aus verbliebener 
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genomischer DNA. Die entsprechenden Fragmente zeigten erwartungsgemäß die Sequenz 
TCT im Kodon 667. Für den Wildtyp wurde nach reverser Transkription die aus der C nach U 
Edierung folgende Sequenz TTT gefunden. Trotz der geringen, vorhandenen Mengen an 
restlicher genomischer DNA zeigten auch 100 % der für PEP/rpoB TL1 und TL2 
sequenzierten Klone die Sequenz TTT. Demnach hatte die Transkription von rpoB durch PEP 
statt durch NEP keinen Einfluss auf die Edierung. Da aus Zeitgründen jeweils nur 30 
Sequenzen für den Wildtyp, und beide transplastomische Linien ausgewertet wurden, sollte 
der Versuch für eine statistische Auswertung wiederholt werden.    
 
3.1.8 Auswirkungen der Promotorveränderungen auf Protein-Ebene 
Um die Auswirkungen der Promotorveränderungen auf Protein-Ebene zu untersuchen, 
wurden die transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und TL21 sowie 
PEP/rpoB TL2 auf Erde angezogen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Aussaat 
wurden Proben genommen (jeweils zum selben Tageszeitpunkt) und Protein isoliert (s. 
2.2.10.1). Für die Western Blot Analyse (s. 2.2.10.4) wurden jeweils gleiche Mengen Protein 
(30-50 µg) in der SDS-PAGE (s. 2.2.10.3) aufgetrennt. Die gleichmäßige Beladung wurde 
nach Transfer der Proteine auf eine Nylonmembran durch Ponceau-Färbung oder durch 
Immunodetektion der großen Untereinheit der RubisCo (RbcL) überprüft. Abbildung 29A 
zeigt zwei Wiederholungen der Untersuchung der Proteinmengen von RpoB in Wildtyp und 
PEP/rpoB TL2. Die mit dem Antikörper detektierte Bande migrierte entsprechend der 
erwarteten Größe von ca. 120 kDa (ProtParam, http://web.expasy.org/protparam/). Es waren 
keine signifikanten Unterschiede der Proteinmenge zwischen PEP/rpoB und dem Wildtyp zu 
unterschiedlichen Zeiten der Chloroplastendifferenzierung zu erkennen. Die geringfügig 
stärkeren Signale in der Mutante bei 10 und 21 d (oben) bzw. 7 und 14 d (unten) nach Aussaat 
wurden in den Wiederholungen jeweils nicht bestätigt. Die Proteinmenge von RpoB wurde 
durch die Transkription von rpoB durch PEP statt NEP demnach nicht beeinflusst. Die 





Abb. 29: Western Blot Analysen der transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und TL21, 
sowie PEP/rpoB TL2. Die Pflanzen wurden unter Standardbedingungen auf Erde angezogen. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Aussaat und zur selben Tageszeit wurden Proben für die Proteinpräparation genommen. 50 µg 
Protein wurden im 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen übertragen. Zur 
Größenstandardisierung wurde ein Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) parallel im Gel 
aufgetrennt. Die Größen sind in kDa angegeben. Nt Wt = Wildtyp. A Analyse von PEP/rpoB TL2 und Wildtyp 
mit Anti-RpoB Antikörper. Zur Beladungskontrolle wurde RbcL mit Anti-RbcL detektiert. Dargestellt sind zwei 
Wiederholungen des Versuchs. B Analyse von PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und TL21 sowie Wildtyp mit 
Anti-AccD Antikörper. Zur Beladungskontrolle wurden die Membranen mit Ponceau gefärbt und die RbcL-
Bande dokumentiert.  
 
Die leichte Überexpression, die auf RNA-Ebene für PEP/accD beobachtet wurde, spiegelte 
sich geringfügig auf Proteinebene wieder (Abb. 29B). Die detektierte Bande migrierte 
entsprechend der vorhergesagten Größe von 58 kDa (ProtParam, 
http://web.expasy.org/protparam/; vergleiche auch Madoka et al., 2002). 10 d und 14 d nach 
Aussaat war die AccD-Menge in PEP/accD leicht erhöht. Dies konnte in einer Wiederholung 
des Versuchs bestätigt werden (nicht gezeigt). Für die anderen Zeitpunkte waren keine 
wesentlichen Unterschiede erkennbar. Die Linien ΔNEP/accD TL2 und TL21 zeigten trotz 
Ausschalten von PaccD-255 wildtypische Signale für alle Probenzeitpunkte. Lediglich bei 7 d 
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war eine leichte Verringerung der Proteinmenge zu beobachten. Da die Pflanzen nicht 
homoplastomisch waren, war zu erwarten, dass accD-Transkripte und folglich auch AccD 
detektierbar sind. Jedoch entsprachen die Proteinmengen den Wildtypmengen, was allein 
durch die wenigen wildtypischen Plastome theoretisch nicht gewährleistet werden konnte. 
Diese Resultate konnten in zwei weiteren Versuchen reproduziert werden.   
Für die Linie PEP/rpoB TL2 wurde außerdem RpoA im Western Blot detektiert (nicht 
gezeigt). Es wurde kein Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp beobachtet. In PEP/rpoB 
war also die Menge an PEP nicht verändert. Dementsprechend waren auch keine Effekte auf 
durch PEP transkribierte Gene zu beobachten (s. 3.1.5.3, Abb. 28). Auf Proteinebene konnte 
dies beispielhaft für psbA bestätigt werden (nicht gezeigt).   
 
3.1.9 Auswirkungen der Promotoraustausche für accD, rpoB und rrn16 
Das Ausschalten des NEP-Promotor von rrn16 führte zwar zu einer leicht verzögerten 
Entwicklung der transplastomischen Keimlinge, hatte jedoch keine Auswirkungen auf die 
steady state Transkriptmengen von Pflanzen unterschiedlichen Alters. Die Transkription 
ausschließlich vom PEP-Promotor reichte schon während der Keimung aus um eine nahezu 
wildtypische Entwicklung zu gewährleisten. Der Ersatz des rpoB NEP-Promotors durch einen 
PEP-Promotor hingegen führte während der Keimung und der ersten Tage der 
Chloroplastendifferenzierung zu einer offensichtlichen Wachstumsverzögerung, der 
Aktivierung einer alternativen TSS, und gegenüber dem Wildtyp verringerten Transkriptlevel, 
welche jedoch nicht auf Proteinebene widergespiegelt wurden. In frühen Entwicklungsstadien 
konnte PEP die Funktion von NEP also nicht vollständig ausgleichen. Andererseits bewirkte 
der Ersatz des accD NEP-Promotors durch einen PEP-Promotor eine leichte Überexpression 
von accD, welche in den ersten Tagen nach Aussaat auch auf Proteinebene beobachtet werden 
konnte. Außerdem wurden trotz des Ausschaltens des accD-Promotors annähernd 
wildtypische Transkript- und Proteinmengen detektiert. Sowohl das Ausschalten des NEP-
Promotors als auch sein Ersatz durch einen PEP-Promotor führten zur Aktivierung neuer 
TSSs. Somit kann nicht von einer ausschließlich sequentiellen Arbeitsteilung von PEP und 
NEP ausgegangen werden. Vielmehr muss die entwicklungsspezifische Rolle der beiden 
plastidären Transkriptionssysteme für verschiedene Gene in Abhängigkeit von ihrer Funktion 






3.2 Suche nach potentiellen Transkriptionsfaktoren von RpoTs 
In vitro Transkriptionsstudien haben gezeigt, dass die rekombinanten Arabidopsis RpoTp und 
RpoTm ohne Hilfsfaktoren in der Lage sind, die Transkription an mitochondrialen und 
plastidären Promotoren zu initiieren (Kühn et al., 2007). Allerdings wurden einige 
Promotoren nicht erkannt und für RpoTmp konnte in vitro keine signifikante 
Promotorspezifität beobachtet werden. Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass die 
RpoTs in vivo Faktoren zur spezifischen Promotorerkennung benötigen. Bisherige Versuche 
derartige Transkriptionsfaktoren zu identifizieren und deren transkriptionsstimulierende 
Wirkung nachzuweisen, schlugen fehl (zusammengefasst in Liere et al., 2011). Daher wurde 
in dieser Arbeit versucht, mit neuen Ansätzen potentielle Interaktionspartner der RpoTs, 
welche als Transkriptionsfaktoren fungieren könnten, zu identifizieren. Als erster Ansatz 
wurde RpoTp aus Tabak in vivo mit einem N-terminalen Epitop-tag exprimiert und für Co-
Immunopräzipitationsversuche eingesetzt.    
 
3.2.1 In vivo Expression und IP Epitop-markierter RpoTp in Tabak 
Im allotetraploiden N. tabacum existieren sechs RpoT-Sequenzen (Hedtke et al., 2002). Dabei 
handelt es sich um zwei orthologe Sets von Genen aus jeweils RpoTp, RpoTmp und RpoTm, 
welche auf die Ursprungsspezies N. tomentosiformes und N. silvestris zurückzuführen sind. 
Zur konstitutiven in vivo Expression Epitop-markierter Tabak-RpoTp wurden durch Dr. 
Karsten Liere (HU Berlin/Genetik) N. tabacum Wildtyppflanzen mit Vektoren stabil 
transformiert, in welchen der RpoTp-Sequenz von N. silvestris N-terminal verschiedene 
Epitopsequenzen vorgeschaltet waren. Dabei wurden die jeweiligen Epitopsequenzen 
zwischen denjenigen Teil von RpoTp, der für das vorhergesagte Transitpeptid zur 
Translokation in die Chloroplasten kodierte, und den Teil von RpoTp, der für das funktionale 
Enzym kodierte, kloniert (s. Abb. 30). Dieses Konstrukt wurde in den Transformationsvektor 
pBI121 übertragen, sodass die Expression in der Pflanze vom 35S-Promotor des 
Blumenkohlmosaikvirus aus erfolgte. HFS-NtRpoTp-Pflanzen, die nachfolgend als HFS-Tp 
bezeichnet werden, exprimierten N. silvestris RpoTp mit einer Kombination aus HA- 
(Hämagglutinin des Humanen Influenzavirus; YPYDVPDYA; Wilson et al., 1984), 1xFLAG- 
(DYKDDDDK; Einhauer und Jungbauer, 2001) und StrepII-tag (WSHPQFEK; Schmidt und 
Skerra, 2007). VMF-NtRpoTp (VMF-Tp) exprimierte RpoTp mit einer Kombination aus 
VSV- (Vesikuläres Stomatitis-Virus Glykoprotein; YTDIEMNRLGK; Hanover, 1988), 
cMyc- (EQKLISEEDL; Evan et al., 1985) und 1xFLAG-tag. E2-NtRpoTp (E2-Tp) 
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exprimierte RpoTp mit einem E2-tag (Rinder-Pappillomavirus Typ-1 Transaktivator Protein 
E2; SSTSSDFRDR; Kurg et al., 1999).  
 
 
Abb. 30: Schematische Darstellung des Klonierungsprinzips für die Epitop-RpoTp-exprimierenden 
Tabakpflanzen. In den Transformationsvektor pBI121 wurde die für RpoTp von N. silvestris kodierende Sequenz 
inklusive verschiedener für die Epitope kodierenden Sequenzen kloniert. Die Epitopsequenz ist der Sequenz, die 
für das durch TargetP (Emanuelsson et al., 2000) vorhergesagte Transitpeptid kodiert, nachgeschaltet. Ns = 
Nicotiana silvestris, AS = Aminosäure, HFS = HA-FLAG-StrepII, VMF = VSV-cMyc-FLAG.   
 
Diese Pflanzen wurden von Dr. Karsten Liere freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die  
verschiedenen Linien der drei transgenen Tabakvarianten wurden zunächst auf ihre 
Expression der jeweiligen Epitop-markierten RpoTp hin untersucht. Hierfür wurden 
Chloroplasten isoliert (s. 2.2.6) und lysiert. Die im Stroma vorhandenen Proteine wurden im  
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.2.10.3) und im Western Blot (s. 2.2.10.4) mit 
verschiedenen Epitop-spezifischen Antikörpern analysiert. Abbildung 31 zeigt einige 
Beispiele solcher Western Blots. Für HFS-RpoTp wurde die Expression sowohl mit Anti-
FLAG-Antikörper, als auch mit verschiedenen Anti-HA-Antikörpern und Anti-StrepII-
Antikörper untersucht. Anti-StrepII lieferte keine Signale (nicht gezeigt) wohingegen mit 
Anti-FLAG und mit Anti-HA (aus der Ratte, s. 2.1.6, Tab. 3) die HFS-markierte RpoTp 
nachgewiesen werden konnte (Abb. 31A, Spur 3 und Abb. 31B). Während mit dem HA-
Antikörper nur eine Bande, die bei etwa 110 kDa migrierte, und kein Signal in der Wildtyp-
Kontrolle detektiert wurde, wurden durch Anti-FLAG zwei Banden für HFS-Tp und auch 
VMF-Tp sowie eine Bande im Wildtyp sichtbar (Abb. 31A). Auch Liere et al. (2004) 
detektierten in Tabakpflanzen, welche 3xFLAG-fusionierte RpoTp überexprimierten, eine 
auch im Wildtyp sichtbare, unspezifische Bande bei 120 kDa und die Polymerase-Bande bei 
ca. 110 kDa. Bei der oberen Bande handelte es sich demnach um eine Kreuzreaktion mit dem 
Antikörper, während die untere Bande die Epitop-markierte Polymerase repräsentierte, deren 
Molekulargewicht durch ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) mit ca. 105 kDa 
vorhergesagt wurde. Ein cMyc-spezifischer Antikörper lieferte keine Signale für VMF-Tp 
(nicht gezeigt). Die E2-markierte RpoTp konnte durch einen Anti-E2 Antikörper nicht 
nachgewiesen werden. Auch größere Mengen Protein und andere Modifikationen des 
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Protokolls ermöglichten keine Detektion. Folgernd aus den Immunodetektionen wurden für 
die nachfolgenden Imunopräzipitationsversuche die Antikörper Anti-FLAG und Anti-HA 
ausgewählt.    
 
 
Abb. 31: Immunodetektion der Epitop-markierten RpoTp in den transgenen Pflanzen HFS-Tp, VMF-Tp und E2-
Tp. Die Pflanzen wurden unter Standardbedingungen auf Erde angezogen. Von zwei Monate alten transgenen 
Pflanzen und vom Wildtyp (Nt Wt) wurden Chloroplasten isoliert und lysiert. 20-50 µg Stroma-Protein wurden 
parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) im 7,5 %igen 
SDS-Gel aufgetrennt und zur Immunodetektion auf Nylonmembranen transferiert. Die Marker-Banden sind in 
kDa gekennzeichnet. HFS = HA-FLAG-StrepII, VMF = VSV-cMyc-FLAG. A Detektion der in vivo 
exprimierten Epitop-markierten Tabak-RpoTp mit Anti-FLAG Antikörper. B Detektion mit Anti-HA Antikörper 
(aus der Ratte). C Detektion mit Anti-E2 Antikörper.    
  
Die Auswahl der zu verwendenden Linien wurde weiter eingeschränkt durch die Analyse der 
Funktionalität der Epitop-markierten RpoTps. Hierzu wurde mittels primer extension Analyse 
(s. 2.2.9.17) die Nutzung der verschiedenen Promtoren von atpB untersucht. Das Gen atpB 
wird von unterschiedlichen PEP- und NEP-Promotoren aus transkribiert. Da der 35S-
Promotor theoretisch zu einer Überexpression führt, kann durch die verstärkte Nutzung eines 
NEP-Promotors auf die Funktionalität der getaggten Phagentyp-RNA-Polymerase 
geschlossen werden. Abbildung 32 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer solchen Analyse. Es 
ist deutlich zu erkennen, dass der Typ-I NEP-Promotor PatpB-329 (schwarzer Pfeil) in den 
transgenen Linien verstärkt genutzt wurde. Sogar für E2-Tp konnten positive Linien 
identifiziert werden, obwohl auf Proteinebene keine Expression nachweisbar war. Diejenigen 
Linien der transgenen Varianten, die sowohl eine gesteigerte Promotornutzung als auch eine 
Expression auf Proteinebene zeigten, demnach also eine funktionale Epitop-markierte RpoTp 





Abb. 32: Primer extension Analyse der Epitop-RpoTp exprimierenden Tabakpflanzen HFS-Tp, VMF-Tp und 
E2-Tp. Die transgenen Pflanzen sowie der Wildtyp (Nt Wt) wurden unter Standardbedingungen angezogen und 
von 4 Wochen alten Pflanzen wurde RNA extrahiert. 10 µg Gesamt-RNA wurden für die Reaktion mit dem 
atpB-spezifischen Oligonukleotid eingesetzt. Die Auftrennung der Produkte erfolgte im 4 %igen Sequenzgel. 
Die durch die detektierten Banden repräsentierten Promotoren sind gekennzeichnet. Der schwarze Pfeil 
kennzeichnet PatpB-329, für den die veränderte Promotornutzung beobachtet werden konnte.  
 
Für die Immunopräzipitation (s. 2.2.10.6) wurden Chloroplasten isoliert und Stroma 
hergestellt (s. 2.2.6). Pro IP wurden mindestens 500 µg Protein eingesetzt und erst mit 5 µg 
des Antikörpers (Anti-FLAG bzw. Anti-HA) und anschließend mit rec-Protein-A-Sepharose® 
4B (Invitrogen) inkubiert. Inkubationszeiten und -temperaturen, Sepharosemengen, Puffer 
und Elutionsmethoden wurden in zahlreichen Versuchen variiert (s. 2.2.10.6). Abbildung 33 
zeigt zwei Beispiele für das Resultat der IPs. Es ist zu erkennen, dass sowohl die Polymerase-
Bande als auch die durch den FLAG-Antikörper unspezifisch angefärbte Bande durch die IP 
im Stroma abgereichert wurden. Die Signale wurden trotz gleicher Auftragsmengen 
schwächer. Dennoch konnte keine eindeutige, präzipitierte Bande im Eluat beobachtet 
werden. Die Bande im Eluat der VMF-Tp-IP (Abb. 33B) entsprach in ihrem Laufverhalten 
der unspezifischen Bande. Dies konnte in dieser Form reproduziert werden (nicht gezeigt). 
Dennoch wurden Eluate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele zur Identifizierung 
zusätzlicher Banden gefärbt. Sowohl die kolloidale Coomassie-Färbung als auch eine 
Silberfärbung (s. 2.2.10.3) machten keine präzipitierte RpoTp sichtbar. Entweder war die 





Abb. 33: Immunopräzipitationsversuche und anschließender Western Blot mit den transgenen Tabakpflanzen 
HFS-Tp und VMF-Tp. 200 µl des aus 14 d alten HFS-Tp- bzw. VMF-Tp-Pflanzen und dem Wildtyp (Nt Wt) 
extrahierten Stromas wurden mit 5 µg Anti-FLAG Antikörper 3 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde üN 
100 µl rec-Protein-A-Sepharose® 4B (Invitrogen) zugegeben. Nach dreimaligem Waschen mit Co-IP-Puffer 1  
erfolgte die Elution mit 1x Ladepuffer, die anschließende Auftrennung der Eluate sowie der 10 µl-Aliquots von 
Stroma und IP-Überstand im 7,5 %igen SDS-Gel und der Transfer auf Nylonmembranen zur Immunodetektion 
mit Anti-FLAG Antikörper. Zum Größenabgleich wurde ein Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Prestained 
Protein Ladder, Fermentas) parallel im Gel laufen gelassen. Die Marker-Banden sind in kDa eingezeichnet. A 
HFS-Tp IP. HFS = HA-FLAG-StrepII. B VMF-Tp IP. VMF = VSV-cMyc-FLAG.     
 
Um zu überprüfen, ob die Antikörper eventuell nur eine denaturierte Epitop-markierte RpoTp 
präzipitieren, da für ihre Herstellung denaturierte Peptide verwendet werden, wurde das 
Stroma durch Hitze (10 min bei 85 °C) oder Zusatz von 5M Harnstoff (mit anschließender 
Dialyse) denaturiert (s. 2.2.10.6) und für die IP eingesetzt. Auch mit diesen Verfahren 
konnten HFS- bzw. VMF-RpoTp nicht präzipitiert werden (nicht gezeigt). Schließlich wurde 
durch UV-Bestrahlung versucht, den Antikörper an die Epitop-markierte RpoTp zu koppeln 
um eine Präzipitation zu ermöglichen. Auch diese Versuche verliefen ohne Erfolg (nicht 
gezeigt). Daher wurden nachfolgend andere Ansätze verfolgt. 
 
3.2.2 Pulldown assays mit N. tabacum und A. thaliana 
Als weiterer Ansatz für die Suche nach potentiell mit den RpoTs interagierenden Proteinen 
wurde der pulldown assay gewählt. Hierzu wurden die RpoTs aus Tabak und Arabidopsis 
heterolog mit verschiedenen Affinitäts-tags in E. coli exprimiert (s. 2.2.13.2), gereinigt und 
für Präzipitationsversuche mit Stroma der jeweiligen Wildtyppflanze eingesetzt.   
 
3.2.2.1  Heterologe Expression und Reinigung von 6xHis-At/Nt-RpoTp und 6xHis-
  At/Nt-RpoTmp 
Plasmide für die Expression von 6xHis-markierten Arabidopsis RpoTs (pCold-His-AtRpoTm, 
pCold-His-AtRpoTp und pCold-His-AtRpoTmp) wurden von Alexandra-Viola Bohne im 
Rahmen ihrer Dissertation kloniert (Bohne, 2009; s. 2.1.4, Tab. 2). Entsprechende Plasmide 
zur Expression der Tabak RpoTs wurden ebenfalls von Frau Bohne produziert und 
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freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Für die Versuche wurden lediglich die Plasmide zur 
Expression von RpoTp und –Tmp genutzt. Das pCold-System (TaKaRa) ermöglichte die 
Induktion der Expression der Fusionsproteine durch Kälteschock. Zusätzlich wurde die 
Expression durch Zusatz von IPTG induziert (s. 2.2.10.7.2). Die Reinigung der 6xHis-RpoTs 
erfolgte mittels Affinitätschromatographie über Ni
2+
-NTA-Agarose (s. 2.2.10.7.3). 
Abbildung 34 zeigt die Überexpression und Reinigung der rekombinanten Polymerasen am 




Abb. 34: Überexpression und Reinigung rekombinanter 6xHis-fusionierter RpoTs. A Mit pCold-His-AtRpoTp 
transformierte E. coli BL21-Zellen wurden wie in 2.2.13.2 beschrieben kultiviert. Die Expression von 6xHis-
AtRpoTp wurde durch Kälteschock und 1 mM IPTG induziert und erfolgte bei 15 °C üN. Aliquots von 
Rohextrakten der Kultur vor (vi) und nach der Induktion (i) wurden zusammen mit einem Aliquot nach 
Reinigung (R) durch Ni
2+
-Affinitätschromatographie im 7,5 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das 
Gel wurde mit Coomassie gefärbt (links) bzw. für die Immunodetektion der rekombinanten Polymerase mit 
Anti-His Antikörper wurden die Proteine auf eine Nylonmembran transferiert (rechts). Zum Größenabgleich 
wurde ein Marker (PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermentas) parallel im Gel aufgetrennt. Die Größen 
sind in kDa angegeben. Die 6xHis-AtRpoTp-Bande (schwarzer Pfeil) korrespondierte in der Größe mit dem 
vorhergesagten Molekulargewicht (ProtParam) von 115 kDa. B Im 7,5 %igen Gel parallel zum Marker 
(PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermentas) aufgetrennte Reinigungsfraktionen nach Expression von 
6xHis-AtRpoTmp bzw. 6xHis-NtRpoTmp durch mit pCold-His-AtRpoTmp bzw. pCold-His-NtRpoTmp 
transformierte E. coli BL21-Zellen. Die Gele wurden sowohl für eine Coomassie-Färbung (links) als auch für die 
Immunodetektion (rechts) mit Anti-His Antikörper eingesetzt. Schwarze Pfeile kennzeichnen die rekombinanten 
Polymerasen, die entsprechend ihres vorhergesagten Molekulargewichts (ProtParam) von 116 kDa bzw. 111 kDa 
im Gel migrierten.    
 
Im Coomassie-gefärbten Gel war in den gereinigten Fraktionen eine deutliche Anreicherung 
der rekombinanten Phagentyp-RNA-Polymerasen zu erkennen, die entsprechend ihrer 
erwarteten Größen (115 kDa für 6xHis-AtRpoTp, 116 kDa für 6xHis-AtRpoTmp und 111 
kDa für 6xHis-NtRpoTmp; ProtParam, Gasteiger et al., 2005) migrierten und deren Identität 
durch Immunodetektion des 6xHistidin-tags bestätigt wurde. Die 6xHis-NtRpoTmp-Bande 
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war kaum erkennbar, jedoch zeigte der Western Blot, dass auch in dieser Reinigungsfraktion 
rekombinantes Protein vorlag. Neben der Polymerase-Bande waren jeweils auch einige 
unspezifisch mitgereinigte Banden zu erkennen. Um den Einfluss dieser Proteine bei den 
nachfolgenden pulldown assays zu kontrollieren wurden E. coli BL21-Zellen mit dem leeren 
pCold I-Vektor transformiert und für die Überexpression und Reinigung eingesetzt. Die 
resultierende Reinigungsfraktion, welche neben dem 6xHis-Peptid auch die unspezifisch 
gebundenen Proteine enthielt, wurde für Folgeversuche als Kontrolle mitgeführt. Für 6xHis-
NtRpoTp gelang die Überexpression nicht.  
Die Expression mit dem pCold-System war insofern schwierig, als nur bei sehr wenigen 
Klonen eine Überexpression beobachtet wurde und diese bei einer zweiten Anzucht bereits 
nicht reproduzierbar war, und als die Expressionslevel insgesamt niedrig waren. Daher wurde 
ein anderes System zur Expression 6xHis-markierter RpoTs entwickelt: pJS-HisEx (s. 2.1.4, 
Tab. 2 und 2.2.10.7.1). Die Nukleotidsequenzen der Polymerasen AtRpoTp, AtRpoTmp, 
NtRpoTp und NtRpoTmp wurden aus den pCold-basierten Expressionsplasmiden amplifiziert 
und in pJS-HisEx kloniert. Mit diesem System war die Überexpression zumindest für 6xHis-
AtRpoTp und 6xHis-AtRpoTmp leichter zu erzielen (nicht gezeigt), und die Expressionslevel 
sowie die Menge an gereinigter 6xHis-markierter Polymerase waren größer, sodass 
ausreichende Mengen für mehrere pulldown assays gewonnen werden konnten.  
 
3.2.2.2  Pulldown assays mit 6xHis-At/Nt-RpoTp und 6xHis-At/Nt-RpoTmp 
Für einen pulldown assay  wurden 10-15 µg des rekombinanten Proteins oder der 
Kontrollfraktion (s. 3.2.2.1) eingesetzt und entweder zuerst mit Ni
2+
-NTA-Agarose und 
anschließend mit Stroma des Tabak- bzw. Arabidopsis-Wildtyps inkubiert oder umgekehrt (s. 
2.2.14). Es wurden Inkubationszeiten und -temperaturen, Stromamengen, Sepharosemengen 
sowie Puffer variiert (s. 2.2.14), um eine möglichst effiziente Bindung der potentiellen 
Interaktionspartner zu ermöglichen. Die Eluate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
die Gele mit kolloidalem Coomassie oder Silber gefärbt (s. 2.2.10.3). Abbildung 35 zeigt ein 




Abb. 35: Pulldown assays mit rekombinanter, gereinigter 6xHis-AtRpoTmp und Arabidopsis Wildtyp-Stroma. 
10 µg der 6xHis-AtRpoTmp (His-AtTmp) bzw. 10 µg Protein der Kontrolllösung (s. 3.3.2.1) wurden mit 100 µl 
Ni
2+
-NTA-Agarose (Qiagen) für 3 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden üN 500 µl Arabidopsis Wildtyp-
Stroma zugegeben. Nach dreimaligem Waschen der Agarose mit Puffer A1 (s. Bohne, 2009) erfolgte die Elution 
mit 1x Ladepuffer und die Auftrennung der Eluate sowie der Überstände der Versuche im 10 %igen SDS-Gel, 
welches anschließend mit kolloidalem Coomassie gefärbt wurde. Parallel wurde ein Molekulargewichtsmarker 
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) mit aufgetrennt. Die Markerbanden sind gekennzeichnet. 
Der schwarze Pfeil kennzeichnet 6xHis-AtRpoTmp, welche entsprechend ihrer vorhergesagten Größe 
(ProtParam) von 107 kDa im Gel migrierte. Rote Pfeile bezeichnen Banden, die im His-At-Tmp-Eluat kräftiger 
erscheinen als in der Kontrolle.      
 
Die Präzipitation der rekombinanten Polymerase funktionierte. Ihre Identität wurde durch 
Immunodetektion des 6xHis-tags bestätigt (nicht gezeigt). Jedoch wurde insgesamt nur wenig 
des 6xHis-markierten Enzyms präzipitiert. Entsprechende Resultate wurden auch für die 
anderen Polymerasen (6xHis-AtRpoTp, 6xHis-NtRpoTp und –Tmp) erzielt. Die 
Proteinbandenmuster der Eluate unterschieden sich nicht signifikant. In der Elutionsspur für 
6xHis-AtRpoTmp waren kaum zusätzliche Banden gegenüber der Kontrollelution zu 
erkennen. Lediglich zwischen 40 und 55 kDa waren drei Banden zu erkennen, welche in der 
His-AtTmp-Spur deutlich kräftiger waren. Jedoch war ebenfalls zu sehen, dass in dieser Spur 
das Eluat insgesamt konzentrierter als das Kontrolleluat war und daher alle Banden kräftiger 
erschienen. Des Weiteren konnte in mehreren Versuchen festgestellt werden, dass diese 
Banden nicht kräftiger waren, sobald Polymerase- und Kontrolleluat durch exakteres Arbeiten 
nahezu gleich konzentriert waren. Insgesamt konnten mit diesen pulldown assays keine 
interagierenden Proteine bzw. sinnvolle Kanditaten identifiziert werden.   
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3.2.2.3  Heterologe Expression und Reinigung von GST-At/Nt-RpoTp 
Um eine effizientere Präzipitation der rekombinanten RpoTs zu erzielen, wurde als weiterer 
Affinitäts-tag der GST-tag herangezogen. Die aus den pCold-basierten Expressionsplasmiden 
amplifizierten Polymerase-Sequenzen wurden in pGEX-2TK kloniert (s. 2.2.13.1). Die 
Expression der GST-fusionierten RpoTs erfolgte nach IPTG-Induktion bei 18 °C üN und die 
Reinigung mit Glutathione Sepharose™ 4B im batch Verfahren (s. 2.2.10.7.3). Als Kontrolle 
für die nachfolgenden pulldown assays wurde GST durch mit pGEX-2TK transformierte E. 
coli BL21-Zellen heterolog exprimiert und gereinigt. Abbildung 36 zeigt als Beispiel die 




Abb. 36: Expression und Affinitätsreinigung von GST-AtRpoTp und GST. Die Kultivierung von mit pJS19 
bzw. pGEX-2TK transformierten E. coli BL21-Zellen zur Expression von GST-AtRpoTp und GST erfolgte wie 
in 2.2.10.7.2 beschrieben. Rohextrakte der Kulturen vor (vi) und nach der Induktion (i) sowie die mittels 
Affinitätschromatographie mit Glutathione Sepharose™ 4B gereinigten Proteine (R1 = GST-AtRpoTp, R2 = 
GST) wurden im 10 %igen SDS-Gel parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Unstained 
Protein Ladder, Fermentas) aufgetrennt. Markerbanden sind eingezeichnet. Das Gel wurde mit Coomassie 
gefärbt (links) bzw. die Proteine wurden mittels Western Blot mit Anti-GST Antikörper analysiert (rechts). GST-
AtRpoTp und GST sind durch schwarze Pfeile gekennzeichnet. Die GST-AtRpoTp-Bande und die GST-Bande 
korrespondierten in ihren Größen mit den vorhergesagten Molekulargewichten (ProtParam;) von 117 kDa bzw. 
26 kDa.     
 
In den Reinigungsfraktionen war eine deutliche Anreicherung von GST-AtRpoTp bzw. GST 
zu erkennen. Die Proteine migrierten entsprechend ihrer zu erwartenden Größe von 117 kDa 
bzw. 26 kDa (ProtParam, Gasteiger et al., 2005). Die Identität des Fusionsproteins bzw. von 
GST wurde durch Immunodetektion mit Anti-GST bestätigt.  
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Da der GST-tag im Verhältnis zum 6xHis-tag sehr groß ist und Einfluss auf die Funktionalität 
bzw. Aktivität der jeweils gekoppelten Phagentyp-RNA-Polymerase haben könnte, wurde die 
unspezifische Transkriptionsaktivität für GST-AtRpoTp im Vergleich zu GST und zur T7-
RNA-Polymerase in einem unspezifischen in vitro Transkriptionsassay getestet (s. 2.2.12). 
GST allein zeigte dabei keine Transkriptionsaktivität, wohingegen GST-AtRpoTp 
transkriptionsaktiv war (nicht gezeigt). Demnach hatte dieser tag keinen negativen Einfluss 
auf die Funktionalität der Fusionsproteine.      
 
3.2.2.4  Pulldown assays mit GST-At/Nt-RpoTp 
Die pulldown assays mit den GST-Fusionsproteinen wurden im Wesentlichen wie für die 
6xHis-fusionierten RpoTs, jedoch mit Glutathion Sepharose durchgeführt (s. 3.2.2.2). Sowohl 
die jeweilige GST-RpoT als auch das als Kontrolle mitgeführte GST wurden problemlos 
präzipitiert (nicht gezeigt). Allerdings waren im Vergleich im Eluat des GST-RpoT-Versuchs 
keine zusätzlichen Banden, die potentielle Interaktionspartner repräsentieren könnten, 
erkennbar. Der Einsatz von mehr Protein, Stroma, Sepharose oder auch andere 
Inkubationszeiten änderten dieses Resultat nicht. Da sowohl die pulldown assays mit den 
GST-markierten RpoTs aus Arabidopsis und Tabak also auch die in vivo Expression Epitop-
markierter Tabak-RpoTp nicht zur Identifikation potentieller Interaktionspartner führte, wurde 
als weiterer Ansatz die in vivo Expression Epitop-markierter Arabidopsis RpoTs zur 
Immunopräzipitation und Co-Präzipitation potentieller Interaktionspartner gewählt.    
 
3.2.3 In vivo Expression Epitop-markierter RpoTs in A. thaliana 
Für die Klonierung der zur Transformation von Arabidopsis Wildtyppflanzen verwendeten 
Vektoren wurden durch Dr. Karsten Liere (HU Berlin) die aus cDNA amplifizierten RpoT-
Sequenzen in pBluescript ligiert. Dabei wurde für die spätere Insertion der Epitop-Sequenzen 
eine Schnittstelle zwischen der das Transitpeptid kodierenden Sequenz und der Sequenz für 
das funktionale Enzym eingeführt. Diese Plasmide (pKL215, pKL216 und pKL217; s. 2.1.4 
Tab. 2) wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Um für die spätere 
Immunopräzipitation geeignete Epitope auswählen zu können, wurden mit 
Chloroplastenextrakten des Arabidopsis Wildtyps mit unterschiedlichen Epitop-spezifischen 
Antikörpern Western Blot Analysen durchgeführt und die Antikörper auf Kreuzreaktionen mit 
Arabidopsis Proteinen getestet. Von den untersuchten Antikörpern (Anti-FLAG, Anti-HA, 
Anti-cMyc, Anti-E2 und Anti-StrepII) zeigten Anti-FLAG und Anti-HA die wenigsten 
Kreuzreaktionen insbesondere mit RbcL (nicht gezeigt). Als Epitop-Markierung wurden 
daher eine Kombination aus FLAG-HA-tag (FLAG Peptid DYKDDDDK, Einhauer und 
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Jungbauer, 2001; Hämagglutinin AS 98-106 YPYDVPDYA, Wilson et al., 1984), ein 
3xFLAG-tag und ein 3xHA-tag gewählt. Die entsprechenden Sequenzen wurden in 
pKL215/pKL216/pKL217 ligiert und das gesamte Epitop-Polymerase-Konstrukt in pKL218 
(pBI121ΔGUS; s. 2.1.4, Tab. 2) kloniert, um die Transformationsvektoren pJS10 bis pJS18 (s. 
Tab. 2) zu erhalten. Durch Agrobakterien-vermittelte Transformation wurden die 
rekombinanten Polymerase-Sequenzen stabil an zufälligen Orten des Kerngenoms inseriert. 
Die originalen RpoT-Sequenzen blieben dabei erhalten. Die konstitutive Expression von 
3xFLAG-/ 3xHA-/ FLAG-HA-RpoTp/mp/m erfolgte vom 35S-Promotor des 
Blumenkohlmosaikvirus aus.  
 
3.2.3.1  Identifizierung transgener Linien durch PCR 
Die Samen der transformierten Pflanzen wurden auf MSKan/Carb unter Standardbedingungen 
angezogen (s. 2.2.3). Alle Transformanten der transgenen Linien (s. 2.1.2, Tab. 1), die 
nachfolgend kurz als FLAG-HA-Tp/mp/m, 3xFLAG-Tp/mp/m und 3xHA-Tp/mp/m 
bezeichnet werden, wurden durch PCRs mit Polymerase- und tag-spezifischen 
Oligonukleotiden auf die Insertion der erwünschten Sequenzen getestet (Abb. 37). Das 
Schema in Abb. 37A verdeutlicht, dass für jede transgene Linie untersucht wurde, ob die 
erwünschte Polymerase-Sequenz in Kombination mit der erwünschten Epitop-Sequenz ins 
Genom integriert wurde. Dabei wurden in der PCR (s. Abb. 37B und C) mit den beiden tag-
spezifischen primern und dem jeweiligen Polymerase-spezifischen primer im Falle des 
FLAG-HA-tags zwei Banden detektiert. Für die Varianten mit 3xFLAG- bzw. 3xHA-tag 
wurde jeweils nur eine Bande beobachtet, obwohl die tag-spezifischen Oligonukleotide 
theoretisch an drei Positionen im tag hybridisieren können. Jedoch betrug der dadurch zu 
erwartende Größenunterschied der PCR-Produkte nur ca. 20 Nukleotide, was im 2 %igen 
Agarosegel nicht aufgelöst wurde. Die Wildtypkontrolle war erwartungsgemäß negativ. Mit 
den Polymerase-spezifischen Vorwärts- und Rückwärts-Oligonukleotiden wurde im Wildtyp 
eine Bande um 690/ 730/ 630 bp (RpoTp/ Tmp/ Tm) detektiert. In den transgenen Linien 
wurden zwei Signale erhalten, wobei die um ca. 80/ 90/ 60 bp (3xFLAG/ 3xHA/ FLAG-HA) 
größere Bande die Epitop-markierte RpoT repräsentierte und die untere Bande auf die 
wildtypische Sequenz zurückzuführen war. Die Verwendung des zweiten Polymerase-
spezifischen Rückwärts-primers (Abb. 37A, primer 5), welcher teilweise mit der C-terminal 
konservierten RpoT-Sequenz und teilweise mit der Vektorsequenz hybridisierte, diente der 




Abb. 37: PCR-Analysen der potentiellen, transgenen Arabidopsis-Pflanzen zur Überprüfung der Insertion der 
korrekten Polymerase-Sequenzen inklusive Epitop-Sequenzen. A Prinzip der PCR-Analysen mit Positionen der 
tag-spezifischen und Polymerase-spezifischen Oligonukleotide (s. Tab. A1). 1 = HA-spezifischer primer (K-
HA), 2 = FLAG-spezifischer primer (K-FLAGSacII), 3 = Polymerase-spezifischer Rückwärts-primer (K-AtTp-
rev-s, K-AtTmp-rev-s, K-AtTm-rev-s), 4 = Polymerase-spezifischer Vorwärts-primer (K-AtTp-fw, K-AtTmp-
fw, K-AtTm-fw), 5 = primer, der teilweise im C-Terminus und teilweise in der Vektorsequenz hybridisiert (K-
AtRpoT-rev-l; spezifisch für alle drei Polymerasen); pJS10-18 = ursprüngliche Transformationsvektoren (s. 
2.1.4, Tab. 2), Transitpeptidseq = Sequenz, die für das vorhergesagte Transitpeptid kodiert. B Es wurde Gesamt-
DNA der transgenen Linien und des Wildtyps (At Wt) extrahiert und je 100 ng DNA wurden für die PCRs mit 
einer Annealing-Temperatur von 60 °C und Elongationszeiten von 1-3 min eingesetzt. Es wurde jeweils eine 
Wasserkontrolle (H2O) mitgeführt. a, b und c kennzeichnen verschiedene primer-Kombinationen wie in der 
Legende angegeben. Die PCR-Produkte wurden im 2 %igen Agarosegel parallel zu einem Größenstandard 
(GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas) aufgetrennt. TL = transgene Linie. C PCRs zur 
Überprüfung der Vollständigkeit der integrierten Sequenzen mit der primer-Kombination 1/ 2 + 5. Die PCR-
Produkte wurden parallel zu einem DNA-Marker (GeneRuler™ 1 kb Ladder, Fermentas) im 0,8 %igen 
Agarosegel aufgetrennt.  
 
Durch dieses Durchmustern konnte eine Vielzahl positiver transgener Linien identifiziert 
werden.     
 
3.2.3.2  Proteinexpression in den transgenen Linien 
Gesamtprotein-Präparationen (s. 2.2.10.1) der PCR-positiven Linien wurden durch Western 
Blot (s. 2.2.10.4) mit FLAG- bzw. HA-spezifischem Antikörper auf die Expression der 
jeweiligen Epitop-markierten Phagentyp-RNA-Polymerase hin untersucht. Abbildung 38A 
zeigt beispielhaft Western Blots für einige Linien, in denen mit Anti-FLAG bzw. Anti-HA die 




Abb. 38: Western Blot-Analyse der Expression der Epitop-markierten RpoTs in ausgewählten transgenen 
Linien. Es wurde Gesamt-Protein präpariert und 30 µg (Tp- und Tm-exprimierende Linien) bzw. 50 µg 
(3xFLAG-Tmp TL7) im 7,5 %igen SDS-Gel aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit Anti-FLAG 
bzw. Anti-HA Antikörper analysiert. Parallel wurde ein Größenstandard (PageRuler™ Unstained Protein 
Ladder, Fermentas)  im Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Marker-Banden sind in kDa gekennzeichnet. TL = 
transgene Linie. d = Tage nach Aussaat. A Die transgenen Linien wurden unter Standardbedingungen auf MSKan-
Medium angezogen, sowie der Wildtyp (At Wt) auf MS-Medium. Von 21 d alten Pflanzen wurde Protein für die 
Immunodetektion mit Anti-FLAG bzw. Anti-HA (Spur 3, 3xHA-Tp TL8) Antikörper präpariert. B Die 
transgenen Linien wurden auf Erde angezogen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung wurden 
Proben für die Proteinpräparation und den anschließenden Western Blot mit Anti-FLAG Antikörper genommen.  
 
Die mit Anti-FLAG bzw. Anti-HA detektierten RpoT-Banden (Abb. 38A) migrierten 
erwartungsgemäß zwischen 100 und 120 kDa, was mit den durch ProtParam 
(http://web.expasy.org/protparam/; Gasteiger et al., 2005) vorhergesagten Größen von 
105 kDa für 3xFLAG-RpoTp, 105 kDa für 3xHA-RpoTp, 110 kDa für 3xFLAG-RpoTmp und 
106 kDa für 3xFLAG-RpoTm korrespondierte. Für alle weiteren Versuche wurden von den 
transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und TL6, 3xFLAG-Tmp TL7 und 3xFLAG-Tm TL3, 
TL6 und TL7 Samen produziert, da diese sowohl in der PCR positiv waren als auch eine gute 
Proteinexpression der jeweiligen Epitop-markierten RpoT zeigten. Allerdings war die 
Expression in den RpoTp-exprimierenden Linien stets deutlich stärker als in allen RpoTmp-
exprimierenden Linien. Bei Auftrag gleicher Proteinmengen betrug die Expression von 
3xFLAG-RpoTmp ca. 30-50 % der 3xFLAG-RpoTp-Expression. Für 3xFLAG-Tmp mussten 
daher 20 µg mehr Protein im SDS-Gel aufgetrennt werden um kräftige Signale im Western 
Blot zu erhalten. Im Weiteren wurden vor allem die Linien 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-
Tmp TL7 verwendet. Mit den Epitop-RpoTm exprimierenden Pflanzen wurden aus 
Zeitgründen und, da die Isolation von Mitochondrien aufwendiger als die 
Chloroplastenisolation ist, nur wenige Versuche durchgeführt.  
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Anschließend wurde untersucht, zu welchem Zeitpunkt der Chloroplastenentwicklung die 
Expression der getaggten Polymerasen am stärksten ist. Zwar erfolgte die Expression vom 
35S-Promotor aus konstitutiv, dennoch sollte überprüft werden, ob entwicklungsabhängige 
Unterschiede vorliegen, die bei der Wahl der Anzuchtzeit für Versuche zu berücksichtigen 
wären. Dazu wurden die transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3, 3xFLAG-Tmp TL7 und 
3xFLAG-Tm TL7 auf MSKan-Medium angezogen, zu unterschiedlichen Zeiten nach Aussaat 
wurden Proben für die Gesamtprotein-Präparation genommen (s. 2.2.10.1) und die 
Proteinexpression mittels Western Blot analysiert. Trotz der konstitutiven Überexpression ist 
in Abbildung 38B deutlich zu erkennen, dass die Proteinexpression in 3xFLAG-Tp TL3 und  
3xFLAG-Tmp TL7 7 d nach Aussaat am stärksten war. Auch nach 14 d konnte noch eine gute 
Expression beobachtet werden. Ein entsprechendes Ergebnis wurde für 3xFLAG-Tm TL7 
erhalten (nicht gezeigt). Daraus resultierend wurden nachfolgende Versuche hauptsächlich 
mit 7-14 d alten Pflanzen durchgeführt. Es ist außerdem zu erkennen, dass für 3xFLAG-
RpoTmp zu allen Zeitpunkten und für 3xFLAG-RpoTp von 3-10 d zwei Banden durch Anti-
FLAG detektiert wurden. Vermutlich handelte es sich bei der oberen Bande um die Epitop-
markierte Polymerase und bei der unteren um ein Abbauprodukt, welches beispielsweise aus 
einem teilweisen Abbau des tags oder der wenigen AS vor dem Epitop resultieren könnte.  
 
3.2.3.3  Funktionalität der Epitop-markierten, in vivo exprimierten AtRpoTs 
Da für eine erfolgreiche Co-Präzipitation potentieller Interaktionspartner die jeweilige Epitop-
fusionierte Polymerase vollständig und korrekt gefaltet sein muss, wurde die Funktionalität 
mittels primer extension Analyse (s. 2.2.9.17) überprüft. Weil der 35S-Promotor eine 
konstitutive Überexpression vermittelt, sollte eine verstärkte Nutzung von NEP-Promotoren 
zu beobachten sein. Daher wurden unterschiedliche NEP-Promotoren auf ihre Nutzung im 
Vergleich zum Wildtyp hin in den transgenen Pflanzen untersucht. Abbildung 39 zeigt das 
Resultat dieser Analysen für 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7. Für die NEP-
Promtoren PaccD-172, PatpB-318 und PclpP-58 konnte in der transgenen Linie 3xFLAG-Tp 
TL3 eine verstärkte Promotornutzung beobachtet werden. Dasselbe Ergebnis wurde auch für 
3xFLAG-Tp TL6 erhalten sowie für die Nutzung von PrpoB-300 (nicht gezeigt). Dies zeigte, 
dass die 3xFLAG-fusionierte RpoTp tatsächlich überexprimiert wurde und funktionell, also 
höchstwahrscheinlich korrekt gefaltet war. In transgenen Tabakpflanzen, die RpoTp 
überexprimierten, wurde lediglich für Typ-I NEP-Promotoren eine verstärkte 
Promotornutzung beobachtet (Liere et al., 2004). Daraus wurde geschlussfolgert, dass eine 
zweite NEP-Aktivität wie RpoTmp für die Transkriptionsinitiation am non-consensus 
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Promotor von clpP verantwortlich sein könnte. Die primer extension Analysen der 
vorliegenden Arbeit deuteten jedoch darauf hin, dass RpoTp sowohl Typ-I NEP-Promotoren 
als auch den Typ-II NEP-Promotor PclpP-58 spezifisch erkennen kann. Dies korreliert mit 
Daten von Courtois et al. (2007), die ebenfalls auf eine Promotorerkennung durch RpoTp 
schließen ließen. 
 
Abb. 39: Primer extension Analysen von NEP-Promotoren für 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7. Die 
transgenen Pflanzen und der Wildtyp (At Wt) wurden unter Standardbedingungen angezogen. 14 d nach Aussaat 
wurde RNA extrahiert. 15 µg RNA wurden für die Reaktion mit spezifischen Oligonukleotiden für accD, atpB 
bzw. clpP (s. 2.2.9.17, Tab. 5) eingesetzt und die Produkte auf einem 4 %igen Sequenzgel aufgetrennt. Die 
Lokalisation der Transkriptionsstartstellen erfolgte anhand der mit aufgetrennten Sequenzreaktionen, die mit den 
Plasmiden pMS2b, pMS3b bzw. pMS5b (für atpB, clpP bzw. accD; s. 2.1.4, Tab. 2.) durchgeführt wurden (nicht 
gezeigt). Die detektierten Promotoren sind gekennzeichnet.     
 
Die Signale in 3xFLAG-Tmp TL7 entsprachen den wildtypischen Signalen. Dies muss nicht 
bedeuten, dass die Tertiärstruktur von 3xFLAG-RpoTmp nicht korrekt war und das Enzym 
keine Aktivität besaß. Möglicherweise ist dieses Resultat darauf zurückzuführen, dass die 
Polymerase-Expression in 3xFLAG-Tmp insgesamt deutlich geringer war als in 3xFLAG-Tp 
(s. 3.2.3.2). Zwar wurde 3xFLAG-RpoTmp exprimiert, doch trotz der Transkription vom 35S-
Promotor aus war die Abundanz der Polymerase relativ gering, weshalb vermutlich kaum 
Auswirkungen auf RNA-Ebene beobachtet werden konnten. Außerdem stellt RpoTp diejenige 
Polymerase dar, die hauptsächlich für die Transkription NEP-kontrollierter Gene zuständig 
ist, während RpoTmp in den Plastiden möglicherweise vor allem die Transkription des rrn- 
Operons in frühen Entwicklungsstadien bewerkstelligt (Courtois et al., 2007). In primer 
extension Analysen mit rrn16-spezifischen Oligonukleotiden konnte jedoch auch keine 
verstärkte Nutzung des NEP-Promotors Prrn16-139 (Pc-Promotor) in 3xFLAG-Tmp 
gegenüber dem Wildtyp beobachtet werden (nicht gezeigt).      




3.2.3.4  Die RpoT-Überexpression wirkt sich auf RNA-Ebene, nicht jedoch auf 
  Proteinebene aus 
Eine Überexpression der plastidenlokalisierten RpoTs kann Auswirkungen auf die 
Transkriptmengen NEP-transkribierter Gene haben. Auf von PEP transkribierte Gene sollte 
die getaggte Polymerase hingegen keinen bzw. einen indirekten Einfluss über die verstärkte 
Transkription des rpoB/C1/C2 Operons haben. Für die Untersuchung der steady state 
Transkriptmengen für einige ausgewählte NEP- und PEP-transkribierte Gene in den 
transgenen Pflanzen 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 wurde RNA von 14 d alten 
Pflanzen bzw. von Pflanzen unterschiedlichen Alters präpariert (s. 2.2.9.7) und im Northern 
Blot analysiert (s. 2.2.9.13). Abbildung 40 zeigt die Signale der mit den verschiedenen DNA-
Sonden detektierten mRNAs.  
 
 
Abb. 40: Northern Blot Analysen unterschiedlicher Gene, die von PEP, NEP oder beiden Polymerasen 
transkribiert werden, in den transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7. 10 µg RNA der 
transgenen Linien und des Wildtyps (At Wt) wurden im 0,8 %igen Agarosegel parallel zu einem Größenstandard 
(RiboRuler™ RNA Ladder High Range, Fermentas) aufgetrennt und nach Transfer auf Nylonmembranen mit 
genspezifischen DNA-Sonden hybridisiert. Die Markerbanden sind in kb gekennzeichnet. Zur 
Beladungskontrolle wurde 18S RNA detektiert. A Analyse verschiedener NEP- und PEP-abhängiger mRNAs in 
14 d altem Wildtyp und 3xFLAG-Tp sowie 3xFLAG-Tmp. B Analyse der NEP-Transkripte von ycf1 und rpoB 
in 3xFLAG-Tp und Wildtyp zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Aussaat (d).      
 
Für das durch PEP transkribierte Gen psbA (Abb. 40A) waren jeweils keine Unterschiede in 
den Signalintensitäten zwischen transgener Linie und Wildtyp zu erkennen. Die Gene atpB, 
clpP, ycf1 und rrn16 besitzen sowohl NEP- als auch PEP-Promotoren. Die Gene accD und 
rpoB werden ausschließlich durch NEP transkribiert. Für atpB, accD und clpP (Abb. 40A), 
sowie rpoB und ycf1 (Abb. 40B) war in 3xFLAG-Tp eine Erhöhung der Transkriptmenge zu 
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beobachten. Die verstärkte Promotornutzung führte für diese Gene also zu höheren 
Transkriptmengen. Dieser Effekt konnte für rpoB und ycf1 ab 7 d nach Aussaat beobachtet 
werden (s. Abb. 40B). Für 3xFLAG-Tmp konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden. Zum 
einen konnte dies wiederum darauf zurückgeführt werden, dass RpoTp und nicht RpoTmp 
diejenige Polymerase darstellt, die die Hauptarbeit bei der Transkription NEP-transkribierter 
Gene leistet (Courtois et al., 2007). Des Weiteren wäre eine Erhöhung der Transkriptlevel 
gegebenenfalls für rrn16 zu erwarten, da RpoTmp das rrn Operon in frühen 
Entwicklungstadien vom Pc-Promotor aus transkribierte (Courtois et al., 2007). Zwar wurde 
eine starke Aktivität von RpoTmp bei der Transkription des rrn Operons nur während der 
Keimung beobachtet und in Kotyledonen und Blättern konnten keine oder wenig Pc-initiierte 
Transkripte nachgewiesen werden (Sriraman et al., 1998a; Bisanz et al., 2003; Zoschke et al., 
2007), jedoch könnte eine konstitutive Überexpression von RpoTmp zu einer Erhöhung der 
rrn16 Transkriptmenge auch bei 14 d alten Pflanzen führen. Dass dies jedoch nicht der Fall 
war (s. Abb. 40A) und auch in Northern Blots mit 7 d alten Pflanzen nicht beobachtet wurde 
(nicht gezeigt), war möglicherweise wieder auf die relativ geringe Expression und Abundanz 
der getaggten RpoTmp zurückzuführen.  
Durch Western Blot sollte nun analysiert werden, ob die Veränderungen auf RNA-Ebene auch 
auf Protein-Ebene widergespiegelt werden. Von 14 d alten Pflanzen wurde Protein präpariert 
und 50 µg im 7,5 bzw. 10 %igen SDS-Gel aufgetrennt. Die gleichmäßige Beladung wurde 
durch Ponceau-Färbung anhand von RbcL überprüft (Abb. 41). Obwohl die 
Transkriptmengen von atpB und rpoB in 3xFLAG-Tp erhöht waren, war kein Unterschied auf 
Proteinebene zwischen Wildtyp und transgenen Linien erkennbar. Eine Überexpression von 
NEP führte definitv nicht zu einer erhöhten Menge von PEP (s. RpoB und RpoA). 
Dementsprechend war auch kein Einfluss auf das Proteinlevel des D1-Proteins, kodiert durch 
das PEP-transkribierte Gen psbA, zu sehen. Die erhöhten Transkriptmengen wurden 






Abb. 41: Western Blot Analyse verschiedener Proteine in den transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und 
3xFLAG-Tmp TL7. 50 µg Protein der transgenen Pflanzen und des Wildtyps (At Wt) wurden im 7,5 %igen 
SDS-Gel parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) 
aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. Die Markerbanden sind in kDa gekennzeichnet. Mit 
spezifischen Antikörpern wurden die Epitop-markierten Phagentyp-Polymerasen sowie die PEP-Untereinheiten 
RpoA und RpoB, das von psbA kodierte D1-Protein und AtpB detektiert. Zur Beladungs- und Qualitätskontrolle 
wurden die Membranen mit Ponceau gefärbt und die RbcL-Banden verglichen.      
 
3.2.3.5  Phänotyp der transgenen Pflanzen unter Standardbedingungen  
Die transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 wurden vergleichend mit 
dem Arabidopsis Wildtyp auf Erde unter Standardbedingungen angezogen (Abb. 42). Dabei 
waren keine Unterschiede zwischen Wildtyp und transgenen Linien zu erkennen (Abb. 42A). 
Des Weiteren wurden die transgenen Pflanzen entsprechend der kodierten Resistenz auf 
MSKan-Medium angezogen. Der Wildtyp wurde sowohl auf MSKan als auch für den weiteren 
Vergleich auf MS-Medium ohne Antibiotikum ausgesät. Auf Kanamycin-haltigem Medium 
entwickelte der Wildtyp erwartungsgemäß nur gebleichte Kotyledonen (Abb. 42B, 7d At Wt 
rechte Hälfte). Die transgenen Linien dagegen entwickelten grüne Kotyledonen und Blätter. 
Verglichen mit dem auf MS angezogenen Wildtyp zeigte 3xFLAG-Tp manchmal eine leichte 
Verzögerung der Entwicklung, wobei die Keimlinge etwas kleiner waren und die 
Kotyledonen und ersten beiden Rosettenblätter nach ca. 7-10 d die Wildtyp-Größe erreichten. 
Bei 3xFLAG-Tmp war diese Verzögerung etwas stärker ausgeprägt. Zu einem geringen 
Anteil waren die ersten Blätter anfangs gelblich mit fransigem Rand. Diese 
Entwicklungsverzögerung ging vermutlich teilweise auf den Selektionsdruck zurück. Im 
Laufe der weiteren Entwicklung und nach Umsetzen auf Erde verschwand der Größen- und 
Entwicklungsunterschied. 14 d nach Aussaat waren keine signifikanten Unterschiede mehr 
erkennbar. Auch bei der Blühinduktion wurden keine Unterschiede zwischen den transgenen 




Abb. 42: Makroskopischer Phänotyp der transgenen Arabidopsis-Pflanzen 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp 
TL7. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aussaat (d) der transgenen Pflanzen und des Wildtyps (At Wt) wurde 
das Wachstum verglichen und dokumentiert. A Die Pflanzen wurden auf Erde gesät und nach 7 d vereinzelt. B 
Die transgenen Pflanzen wurden auf Kanamycin-haltigem MS-Medium gesät und nach 10 d auf Erde übertragen. 
Der Wildtyp wurde ebenfalls auf MSKan (7d rechts) sowie auf MS-Medium ohne Antibiotikum (7d links) 
angezogen. Nur die auf MS-Medium gewachsenen Keimlinge wurden nach 10 d zum weiteren Vergleich auf 
Erde transferiert.   
 
3.2.3.6  3xFLAG-Tp ist kältesensitiv 
Bei Anzucht auf Medium mit Spectinomycin, welches die plastidäre Proteinsynthese blockiert 
und so zur starken Reduktion von PEP führt (Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008), sowie unter 
Trocken- und Salzstress (MS-Medium mit 300 mM NaCl) konnte für die transgenen, NEP-
überexprimierenden Pflanzen kein Wachstumsvorteil gegenüber dem Wildtyp beobachtet 
werden. Unter Kältestress jedoch war ein Effekt für 3xFLAG-Tp zu sehen. Abbildung 43 
zeigt Bilder von Pflanzen, welche zunächst unter Standardbedingungen auf Erde oder MS 
(Wildtyp) bzw. MSKan (transgene Linien) angezogen, 14 d nach Aussaat vereinzelt und 
anschließend 17 d Tage nach Aussaat für 14 d bei 8 °C wachsen gelassen wurden. Der 
Wildtyp sowie 3xFLAG-Tmp TL7 wuchsen zwar deutlich langsamer als unter 
Normalbedingungen, dennoch waren die Blätter grün (Abb. 43A). Bei 3xFLAG-Tp TL3 und 
TL6 (Abb. 43A und B) dagegen blichen die Blätter aus. Dieser Effekt war am stärksten bei 




Abb. 43: Phänotyp der transgenen Pflanzen 3xFLAG-Tp TL3 und TL6 sowie 3xFLAG-Tmp TL7 bei 
Kältestress. Die transgenen Pflanzen und der Wildtyp (At Wt) wurden 14 d nach Aussaat vereinzelt und auf Erde 
transferiert. Drei Tage später wurden die Pflanzen bei 8 °C für 14 d wachsen gelassen und anschließend 
verglichen und fotografiert. A 3xFLAG-Tp TL3, 3xFLAG-Tmp TL7 und der Wildtyp  wurden auf Erde gesät 
und vereinzelt. B 3xFLAG-Tp TL3 und TL6  wurden auf MSKan-Medium sowie der Wildtyp auf MS-Medium 
gesät und dann auf Erde übertragen.   
 
Das Ausbleichen der Blätter deutete auf einen Abbau der Thylakoidmembran und der 
Photosynthesekomplexe hin. Um zu untersuchen, ob dies auf Veränderungen von 
Transkriptionsaktivitäten zurückzuführen war, wurde von den grünen Wildtyp-Blättern und 
den gebleichten Blättern der Linie 3xFLAG-Tp TL6 (s. Abb. 43B, Ausschnitt) RNA 
präpariert und mittels Northern Blot mit Sonden für PEP- und NEP-transkribierte Gene 
analysiert (s. Abb. 44). Für die beiden durch NEP transkribierten Gene clpP und accD waren 
keine signifikanten Unterschiede der Transkriptlevel zwischen Wildtyp und den RpoTp-
Überexpressoren zu sehen. Für die durch PEP transkribierten Gene psbA und rbcL konnte 
dagegen eine leichte Verringerung der Transkriptmenge in den transgenen Linien beobachtet 
werden. Dies lässt auf eine Veränderung der Transkriptionsaktivität von PEP und auch von 
RpoTp schließen, da unter Standardbedingungen die Transkriptlevel von accD und clpP 




Abb. 44: Northern Blot Analyse der transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und TL6 nach Kältestress. 10 µg RNA 
der transgenen Pflanzen und des Wildtyps (At Wt) wurden im 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine 
Nylonmembranen transferiert. Parallel wurde ein Größenstandard (RiboRuler™ RNA Ladder High Range, 
Fermentas) aufgetrennt. Die Markerbanden sind in kb gekennzeichnet. Die Membranen wurden mit 
genspezifischen Sonden für die NEP-Transkripte accD und clpP sowie für die PEP-Transkripte rbcL und psbA 
hybridisiert. Zur Beladungskontrolle erfolgte die Detektion der 18S RNA.    
. 
Da die Kälte-Versuche erst zum Ende der Doktorarbeit durchgeführt wurden, konnte aus 
Zeitgründen keine weitere Versuchsreihe durchgeführt und Proben für einen Western Blot zur 
vergleichenden Untersuchung der Proteinmengen von RpoTp und PEP-Untereinheiten 
genommen werden.  
  
3.2.3.7  Organelläre und subplastidäre Lokalisation von RpoTp und RpoTmp 
Die Lokalisation von RpoTp in den Plastiden ist unbestritten und wurde für Arabidopsis z.B. 
durch GFP-Fusion gezeigt (Hedtke et al., 1999). Die duale Lokalisation von RpoTmp in 
Chloroplasten und Mitochondrien wird noch immer diskutiert. Zudem wurde für Spinat 
gezeigt, dass sowohl RpoTp als auch RpoTmp vollständig membranassoziiert, also an 
Thylakoid- und Hüllmembran gebunden sind (Azevedo et al., 2006). Nachfolgend sollte 
daher die organelläre und sub-plastidäre Lokalisation der getaggten RpoTp und RpoTmp 
untersucht werden, da dies für eine Co-Präzipitation von interagierenden Proteinen relevant 
ist. Von den 21 d alten, transgenen Pflanzen 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 
wurden Chloroplasten isoliert und Stroma und Membranfraktion präpariert. Von 3xFLAG-
Tmp TL7 wurden außerdem Mitochondrien isoliert und lysiert. Chloroplastenpellet und 
Mitochondrienpellet wurden im selben Volumen Lysepuffer aufgeschlossen. Die 
Membranpellets wurden nach Waschen im halben Lysevolumen resuspendiert. Für den 
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Western Blot wurden gleiche Volumina der Präparationen im SDS-Gel aufgetrennt (Abb. 
45A).   
 
 
Abb. 45: Western Blot Analysen zur Untersuchung der Lokalisation der 3xFLAG-fusionierten RpoTp und 
RpoTmp. A Isolierte Chloroplasten von 21 d altem Wildtyp (At Wt), 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 
wurden lysiert und die Membranfraktion nach mehreren Waschschritten im halben Lysevolumen resuspendiert. 
Isolierte Mitochondrien von 3xFLAG-Tmp TL7 wurden im selben Volumen Lysepuffer aufgeschlossen wie die 
Chloroplasten. Im 7,5 %igen SDS-Gel wurden parallel zu einem Proteinmarker (PageRuler™ Prestained Protein 
Ladder, Fermentas) je 20 µl von Stroma (S), Mitochondrienextrakt (M) und Membranfraktionen (Mem) 
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit Anti-FLAG und Anti-RbcL Antikörper analysiert. Die 
Markerbanden sind in kDa gekennzeichnet. B Von 14 d altem Wildtyp, 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp 
TL7 isolierte Chloroplasten wurden lysiert und die Membranfraktion nach mehreren Waschschritten im 
ursprünglichen Lysevolumen resuspendiert. Je 20 µl von Stroma (S) und Membranfraktion (Mem) wurden im 
7,5 %igen SDS-Gel parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
Fermentas) aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nylonmembran mit Anti-FLAG und Anti-RbcL Antikörper 
analysiert.      
 
In der Membranfraktion von 3xFLAG-Tp konnte trotz mehrerer Waschschritte RbcL 
detektiert werden. Jedoch war das Signal erwartungsgemäß deutlich schwächer als im Stroma. 
3xFLAG-RpoTp konnte eindeutig im Stroma nachgewiesen werden. Auch in der Membran-
Spur war eine leichte Bande zu sehen, die vermutlich vor allem auf die Verunreinigung mit 
Stromaproteinen zurückzuführen war. Dafür sprach bereits die Detektion von RbcL in den 
Membranpräparationen, welche möglicherweise auf einige wenige nicht-lysierte Plastiden 
nach der Lyse zurückzuführen war, die die Membransuspension verunreinigten. 3xFLAG-
RpoTp schien also zum größten Teil löslich zu sein. Auch 3xFLAG-RpoTmp konnte 
eindeutig im Stroma nachgewiesen werden. Es wurden wie schon in Kap. 3.2.3.2 gezeigt zwei 
Banden detektiert. In der Mitochondrienpräparation konnte ebenfalls 3xFLAG-RpoTmp 
detektiert werden. Diese Präparation war zwar leicht mit Chloroplasten verunreinigt, wie die 
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RbcL-Bande bewies, dennoch war trotz schwächerem RbcL-Signal in den Mitochondrien im 
Vergleich zum Stroma die Polymerase-Bande im Mitochondrienlysat stärker als im Stroma. 
Die Bande konnte also nicht ausschließlich auf die Plastidenproteinverunreinigung 
zurückgehen. Somit konnte gezeigt werden, dass in Arabidopsis RpoTmp sowohl in 
Chloroplasten als auch in Mitochondrien lokalisiert ist. Die 3xFLAG-Tmp-Membranfraktion 
war offensichtlich nicht mit Stromaproteinen verunreinigt. Dennoch wurde hier ein sehr 
starkes Polymerase-Signal beobachtet. Ein großer Anteil der 3xFLAG-RpoTmp war demnach 
wie in Azevedo et al. (2006) beschrieben membranassoziiert. Es ist aber auch zu 
berücksichtigen, dass die Membranfraktion zweifach konzentrierter als das Stroma war, somit 
also keine Rückschlüsse auf das Verhältnis von löslicher zu membrangebundener RpoT 
innerhalb eines Chloroplasten gezogen werden konnten.  
In einer zweiten Lokalisationsstudie sollten noch einmal die Verhältnisse zwischen löslicher 
und membrangebundener Polymerase beleuchtet werden. Hierfür wurden die von 14 d alten 
Pflanzen präparierten Chloroplasten lysiert und das Membranpellet nach Waschen im 
ursprünglichen Lysevolumen resuspendiert und anschließend gleiche Volumina im SDS-Gel 
aufgetrennt. Abbildung 45B zeigt das Ergebnis des Western Blots. Wieder wurden beide 
Phagentyp-Polymerasen in Stroma und Membranfraktion nachgewiesen, wobei jeweils nur 
leichte Verunreinigungen mit Stromaproteinen in den Membranfraktionen vorhanden waren. 
Da sich die Intensitäten der Polymerase-Banden in Stroma und Membran jeweils glichen, war 
demnach der Anteil löslicher RpoT in 14 d alten Pflanzen wenig größer als der Anteil an 
membranassoziierter Polymerase bzw. gleich groß. Natürlich könnte auch das Stroma zu 
einem geringen Anteil mit Membranproteinen verunreinigt sein. Beim Auftrag gleicher 
Volumina liegen im Stroma aber weniger Membranproteine als in der Membranfraktion vor, 
sodass eine RpoT-Bande, die ausschließlich auf eine solche Verunreinigung zurückginge, 
entsprechend schwächer sein müsste. Da die RpoT-Banden in Stroma und Membran jeweils 
gleich stark waren, war davon auszugehen, dass tatsächlich lösliche Polymerase vorliegt. 
Somit konnte die vollständige Membranassoziation, die in Spinat gezeigt wurde, für 
Arabidopsis nicht bestätigt werden.   
 
3.2.3.8  Der Anteil membranassoziierter NEP nimmt im Lauf der Entwicklung zu 
Es wird vermutet, dass die Membranassoziation insbesondere von RpoTmp mit funktionellen 
Veränderungen der Polymerase im Zuge der Chloroplastendifferenzierung einhergeht 
(Azevedo et al., 2008). Demnach wird RpoTmp während der lichtinduzierten Reifung der 
Plastiden an der Thylakoidmembran fixiert und dadurch die Transkriptionsaktivität verringert. 
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Zwar wurde bereits gezeigt, dass auch im grünen Gewebe lösliche Phagentyp-Polymerase 
vorliegt, dennoch könnte dieses Modell in Ansätzen zutreffen. In diesem Fall,  müsste im 
Verlauf der Chloroplastendifferenzierung der Anteil membrangebundener gegenüber löslicher 
Polymerase zunehmen. Durch Western Blots sollte diese Annahme für 3xFLAG-RpoTmp und 
auch 3xFLAG-RpoTp überprüft werden. Dafür wurden wiederum von Pflanzen 
unterschiedlichen Alters Chloroplasten isoliert, Stroma und Membran präpariert und gleiche 
Proteinmengen im 7,5 %igen SDS-Gel aufgetrennt (Abb. 46).   
 
 
Abb. 46: Western Blot zur Analyse der Verhältnisse von löslicher und membranassoziierter Phagentyp-
Polymerase zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung in 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7. Die 
transgenen Pflanzen und der Wildtyp (At Wt) wurden auf Erde angezogen. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der 
Entwicklung wurden Chloroplasten isoliert und Stroma (S) und Membranfraktion (Mem) präpariert. 40 µg 
Protein wurden im 7,5 %igen SDS-Gele parallel zu einem Größenstandard (PageRuler™ Prestained Protein 
Ladder, Fermentas) aufgetrennt, auf Nylonmembranen übertragen und mit Anti-FLAG und Anti-RbcL 
Antikörper analysiert. Die Markerbanden sind in kDa gekennzeichnet. A Stroma und Membranfraktion von 14 
und 28 d alten 3xFLAG-Tp TL3 sowie Wildtyp-Stroma 14 d alter Pflanzen. B Membranfraktionen von 14, 21 
und 28 d alten 3xFLAG-Tmp TL7.       
 
Für 3xFLAG-Tp TL3 wurden Stroma und Membranfraktion von 14 und 28 d alten Pflanzen 
analysiert (s. Abb. 46A). In beiden Membranspuren war nur eine geringe RbcL-
Verunreinigung erkennbar. 14 d nach Aussaat waren die Polymerase-Signale in Stroma und 
Membranfraktion annähernd gleich. Nach 28 d wurde der Großteil der 3xFLAG-RpoTp in der 
Membranfraktion detektiert. Das Verhältnis verschob sich also im Laufe der Entwicklung in 
Richtung Membranassoziation. Auch für 3xFLAG-Tmp TL7 (s. Abb. 46B) war zu erkennen, 
dass trotz gleicher Auftragsmengen und dem Umstand, dass das Expressionslevel während 
der Chloroplastenentwicklung abnahm (s. 3.2.3.2), die Menge an membrangebundener 
Polymerase zunahm. Dabei muss angemerkt werden, dass die Detektion von RbcL hier nicht 
als Membran-Marker diente, sondern als Hinweis auf eine gleichartige Präparation und 
Befreiung von Stromaproteinen der Membranen. Als Kontrolle für eine gleichmäßige 
Proteinbeladung der Membranfraktionen wurde ein Anti-Tic40 Antikörper eingesetzt (nicht 
gezeigt).   
106 Ergebnisse 
 
Da der Anti-FLAG-Antikörper keine oder nur sehr schwache Kreuzreaktionen mit anderen 
Arabidopsis-Proteinen eingeht, sollten die Ergebnisse der Lokalisation und 
Membranassoziation auch mittels Immuno-Elektronenmikroskopie bestätigt werden. 
Allerdings wurde bereits in Vorversuchen mit Fluoreszenzmikroskopie deutlich, dass die 
Expression der Epitop-markierten Polymerasen auch in 7 d alten Pflanzen viel zu gering für 
eine Detektion war (Dr. Gerd Hause, Biocenter, Halle/S., pers. Mitteilung).    
 
3.2.3.9  Immunopräzipitation von 3xFLAG-RpoTp und 3xFLAG-RpoTmp 
Um potentielle Transkriptionsfaktoren zu identifizieren wurden die transgenen Pflanzen für 
die Immunopräzipitation eingesetzt. Hierfür wurde Stroma von 21 d alten Wildtyppflanzen, 
3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7, sowie Mitochondrienlysat von 3xFLAG-Tp TL7 
präpariert. 200 µl dieser Lysate wurden 3 h mit 5 µg Anti-FLAG Antikörper und anschließend 
üN mit rec-Protein-A-Sepharose™ 4B inkubiert. Die Elution der präzipitierten Proteine 
erfolgte mit 25 µl 1x Ladepuffer. Das gesamte Eluat sowie Aliquots des eingesetzten Stromas 
bzw. Mitochondrienlysats und des IP-Überstands wurden im 7,5 %igen SDS-Gel aufgetrennt 
und mittels Western Blot (s. Abb. 47) mit Anti-FLAG analysiert.  
  
 
Abb. 47: Immunopräzipitation der Epitop-markierten Phagentyp-Polymerasen aus Stroma und 
Mitochondrienlysat von 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7. 200 µl Stroma bzw. Mitochondrienextrakt 
von Wildtyp (At Wt), 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 wurden mit 5 µg Anti-FLAG Antikörper für 3 h 
und anschließend üN mit 100 µl rec-Protein-A-Sepharose bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 
10 Vol. Co-IP-Puffer 1 wurden die präzipitierten Proteine (P) mit 25 µl 1xLadepuffer eluiert und neben Aliquots 
von Stroma (S) bzw. Mitochondrienlysat (M) und IP-Überstand (Üb) im 7,5 %igen SDS-Gel aufgetrennt. 
Parallel wurde ein Protein-Marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) im Gel aufgetrennt. 
Größen der Markerbanden sind in kDa angegeben. Nach Transfer der Proteine auf Nylonmembranen erfolgte die 
Immunodetektion mit Anti-FLAG Antikörper. In Überstand und Präzipitat enthaltener Antikörper ist 
gekennzeichnet. Der schwarze Pfeil deutet auf die jeweilige 3xFLAG-Polymerase.      
 
Im Wildtyp-Experiment wurde der Antikörper effizient präzipitiert. Nur eine geringe Menge 
verblieb im Stroma und konnte daher im Überstand nach der IP detektiert werden. In der IP 
mit 3xFLAG-Tp wurde die getaggte RpoTp präzipitiert, wobei trotz der effizienten Fällung 
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des Antikörpers eine signifikante Menge im Überstand verblieb. Ein entsprechendes Ergebnis 
konnte für die IP mit Stroma und auch mit Mitochondrienlysat von 3xFLAG-Tmp beobachtet 
werden. Die IP der Epitop-markierten Polymerasen funktionierte also, konnte aber in ihrer 
Effizienz noch gesteigert werden. Dass Proteine existieren könnten, die mit RpoTp 
interagieren, wurde durch einen Versuch gezeigt, in dem die im Stroma vorhandene 3xFLAG-
RpoTp durch Behandlung mit Formaldehyd (s. 2.2.7) kovalent an ihre potentiellen 
Interaktionspartner gekoppelt und anschließend im Western Blot analysiert wurde. Das 
Ergebnis dieses crosslinking Versuchs ist in Abbildung 48 zu sehen.  
 
 
Abb. 48: Western Blot Analyse des crosslinking von 3xFLAG-RpoTp an potentiell interagierende Proteine. 
100 µl Chloroplastensuspension 14 d alter 3xFLAG-Tp TL3-Pflanzen und vom Wildtyp (At Wt) wurden 10 min 
mit 1 % Formaldehyd inkubiert (s. 2.2.7). Nach Stoppen der Reaktion mit Glycin und Pelletieren der 
Chloroplasten, wurden diese in Lysepuffer und 1x Ladepuffer aufgenommen und nach Denaturierung bei 65 °C 
für 15 min im 7,5 %igen SDS-Gel parallel zu einem Molekulargewichtsmarker (PageRuler™ Prestained Protein 
Ladder, Fermentas) aufgetrennt. Markerbanden sind in kDa gekennzeichnet. Nach Transfer der Proteine auf eine 
Nylonmembran erfolgte die Immunodetektion mit Anti-FLAG Antikörper. Parallel zum Formaldehyd-Versuch 
(+) wurde je ein Ansatz ohne Formaldehydzugabe (-) mitgeführt. Die 3xFLAG-fusionierte Phagentyp-
Polymerase ist gekennzeichnet.        
 
Im Wildtyp-Kontrollversuch wurde erwartungsgemäß keine 3xFLAG-fusionierte RpoTp 
detektiert. In 3xFLAG-Tp war die getaggte RpoTp deutlich zu erkennen. Im Experiment mit 
Formaldehyd war das Polymerase-Signal leicht schwächer und oberhalb von RpoTp waren 
mehrere, zusätzliche, leichte Banden erkennbar, deren Detektierbarkeit mit Anti-FLAG 
Antikörper auf die Assoziation mit 3xFLAG-RpoTp schließen ließ. Dies zeigte, dass im 
Stroma bisher unbekannte Proteine mit RpoTp interagieren.  
Um diese Proteine nun zu identifizieren, wurden weitere IPs durchgeführt. Um die Effizienz 
der Präzipitation der jeweiligen RpoT zu maximieren, wurden in den zahlreichen, 
nachfolgenden IP-Experimenten verschiedene Aspekte des Protokolls variiert. So wurde 
beispielsweise mehr Stroma eingesetzt, Anti-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma) statt rec-
Protein-A-Sepharose plus Antikörper genutzt und IP-Puffer mit geringerer NaCl-
Konzentration (Co-IP-Puffer 2; s. 2.2.10.6) verwendet, um ein Abwaschen schwach 
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interagierender Proteine zu vermeiden. Außerdem wurde Stroma von 7 bis 14 d alten Pflanzen 
verwendet, da in diesem Alter die Expression  von 3xFLAG-RpoTp und –Tmp am stärksten 
war (s. 3.2.3.2). Die Eluate wurden in SDS-Gelen mit einem Gradienten von 10-15 % 
aufgetrennt, um in einem Gel sowohl kleine wie auch sehr große Proteine aufzutrennen. Die 
Gele wurden für eine spätere Identifikation von Proteinbanden mittels MS (peptide mass 
fingerprinting) mit MS-kompatiblem Silber oder kolloidalem Coomassie gefärbt. Abbildung 
49 zeigt Beispiele solcher IP-Gele.  
 
 
Abb. 49: Gefärbte SDS-Gele verschiedener Co-Immunopräzipitationsversuche mit Stroma der transgenen Linie 
3xFLAG-Tp TL3. 200 µl Stroma (ca. 0,5-1,0 mg Protein) der transgenen Linie und des Wildtyps (At Wt) 
wurden mit 100 µl Anti-FLAG® M2 Affinity Gel üN bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 10 
Vol. Co-IP-Puffer 1 wurden die Proteine mit 1x Ladepuffer eluiert. Als Kontrolle zu jeder IP wurde parallel ein 
Versuch mit Wildtyp-Stroma durchgeführt. Die Eluate der IPs wurden 10-15 % Gradientengelen (s. 2.2.10.6) 
parallel zu einem Größenstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) aufgetrennt. 
Markerbandengrößen sind in kDa angegeben. Die Gele wurden mit Silber (A) bzw. kolloidalem Coomassie (B) 
gefärbt. Schwarze Kästchen zeigen jeweils die präzipitierte 3xFLAG-RpoTp. Schwarze Pfeile kennzeichnen 
Banden im 3xFLAG-Tp-Eluat, die mittels Massenspektrometrie analysiert wurden.     
 
Die präzipitierte Polymerase (Abb. 49, schwarze Kästchen) war trotz Anreicherung auch im 
silbergefärbten Gel nur schwer zu erkennen. Die Präzipitation mit Anti-FLAG® M2 Affinity 
Gel (Abb. 49) war effizienter als mit Protein A-Sepharose (nicht gezeigt). Dennoch war es 
trotz zahlreicher Modifikationen nicht möglich, mehr Epitop-markierte RpoT zu fällen. Es ist 
davon auszugehen, dass daraus folgend auch potentiell interagierende Proteine nur in 
geringen Mengen co-präzipitiert wurden. Trotzdem wurden in einigen IPs zusätzliche Banden 
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beobachtet (s. Abb. 49, schwarze Pfeile), ausgeschnitten und für die MS-Analyse eingesetzt 
(s. 2.2.12). Dabei schlugen zwei Analysen fehl, da im einen Fall (Abb. 49A, Silbergel) keine 
vollständige Entfärbung der silbergefärbten Banden gelang und die restlichen Silber-Ionen 
offenbar mit der Methode interferierten. Im anderen Fall waren die Banden sehr schwach und 
die Peptid-Signale bei der MS-Analyse zu schwach und zu wenige, um eine sinnvolle 
Auswertung zu ermöglichen. In einem weiteren Versuch (Abb. 49B, Coomassie-Gel) gelang 
es ausreichend Peptide für einen Abgleich mit bekannten Proteinsequenzen mittels MASCOT 
Peptide Mass Fingerprint (http://www.matrixscience.com/cgi/search_form_select.html) zu 
erhalten. Als mögliche Kandidaten wurden dabei die Proteine Ycf1 und Ycf2 (s. 3.2.4) 
identifiziert. Weitere Proteine, die durch den Abgleich in der SwissProt-Datenbank gefunden 
wurden, waren beispielsweise die kernkodierten Phospholipid-transporting ATPase 10, 
Putative calcium-transporting ATPase 13, ATPase 2 und CDC48E.    
 
Da ein Teil der Phagentyp-Polymerasen membranassoziiert ist und somit auch 
Membranproteine Interaktionspartner darstellen könnten, wurde auch mit Chloroplasten-
Gesamtextrakten, in denen die Membranproteine durch ß-DM solubilisiert sind (s. 2.2.7), IPs 
durchgeführt. Die Präzipitation von 3xFLAG-RpoTp aus diesen Gesamtextrakten 
funktionierte (nicht gezeigt). Jedoch führte diese Variante nicht zu weiteren, zusätzlichen 
Proteinbanden im gefärbten SDS-Gel, die analysiert werden konnten.  
Weil die Membranassoziation von RpoTmp mit einer Veränderung der Transktiprionsaktivität 
der Polymerase in Verbindung gebracht wurde (Azevedo et al., 2008), war zudem von 
Interesse, ob sowohl die löslichen als auch die membranassoziierten, plastidären Phagentyp-
Polymerasen transkriptionsaktiv sind. Daher wurde versucht die 3xFLAG-markierten RpoTp 
und RpoTmp durch eine IP aus Stroma bzw. Membranpräparationen zu präzipitieren, mittels 
Einsatz von FLAG-Peptiden zu eluieren, und über Zentrifugalkonzentratoren (Microcon® 
YM-10 Centrifugal Filter Devices; Millipore) einzuengen. Diese Eluate wurden dann in 
einem spezifischen in vitro Transkriptionsassay eingesetzt (s. 2.2.13). Dafür wurde als 
Matrize der Promotor Patp8-228/226 verwendet, welcher in vorherigen Transkriptionsassays 
von Arabidopsis RpoTp spezifisch erkannt wurde (Kühn et al., 2007). Leider gelang die 
Gewinnung von ausreichenden Mengen und ausreichend reiner Polymerase nicht, sodass 






3.2.4 Untersuchung der Kandidaten für eine Interaktion: Ycf1 und Ycf2 
Da mittels IP mit 3xFLAG-RpoTp als mögliche, interagierende Proteine Ycf1 und Ycf2 
gefunden wurden (s. 3.2.3.9), sollten diese Kandidaten nun näher untersucht werden.  
Der offene Leserahmen ycf1 aus A. thaliana (GenBank-Zugang: NC_000932) kodiert für ein 
putatives Membranprotein von 1786 AS Länge, dessen Funktion nicht bekannt ist 
(UniProtKB/SwissProt-Zugang: P56785). Es besitzt sieben Transmembrandomänen, welche 
die Chloroplasten-Hüllmembran durchspannen, und eine Lysin-reiche Region im C-
terminalen Bereich (s. Abb. 50). Vergleiche von Ycf1 aus Chlamydomonas und 
Angiospermen zeigten konservierte Nukleotidbindestellen auf, so dass Ycf1 ein ATPase-
ähnliche Funktion haben könnte (Boudreau et al., 1997).      
 
 
Abb. 50: Schematische Darstellung von Ycf1 mit seinen Proteindomänen. AS = Aminosäure. Der ORF ycf1 
kodiert für ein 1786 AS langes Protein mit 7 Transmembrandomänen (gelb) an den Positionen AS 19-39, AS 68-
88, AS 91-111, AS 133-153, AS 176-196, AS 227-247 und AS 1072-1092, sowie einer Lysin-reichen Region 
(grün) von AS 1638-1737. Der Teil des Proteins, welcher durch die Plasmide pJS67 bzw. pJS68 (s. 2.1.4, Tab. 2) 
mit einem GST-tag bzw. einem 6xHis-tag exprimiert wird, ist gekennzeichnet.  
   
Der offene Leserahmen ycf2 aus Arabidopsis kodiert für ein 2294 AS langes, Stroma-Protein, 
welches möglicherweise als ATPase fungiert (UniProtKB/SwissProt-Zugang: P56786). Es 
besitzt im C-Terminus (AS 1648-1655) eine konservierte Region, welche Ähnlichkeit zum  
AAA-Motiv (ATPases associated with different cellular activities) aufweist (Wolfe, 1994), 
und daher vermutlich fähig ist, Nukleosidtriphosphate bzw. ATP zu binden und proteolytisch 
zu spalten. Die in Ycf2 vorhandenen Nukleotidbindestellen sind typisch für die ftsH- und 
CDC48-Genfamilien in Grünalgen und Eubakterien, deren Genprodukte an Prozessen wie 
Zellteilung, Proteolyse und Proteintransport beteiligt sind. Des Weiteren wird beim 
Durchsuchen der Proteinsequenz nach weiteren Motiven 
(http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml) der Großteil des Proteins (AS 1-1494) als 
domain of unknown function bezeichnet.  
Für beide Gene wurde bereits gezeigt, dass ihre Produkte essentiell für das Überleben der 
Zellen höherer Pflanzen sind (Drescher et al., 2000). Auch das Ycf1-Homolog in C. 
reinhardtii ist essentiell (Boudreau et al., 1997). Zur Überprüfung einer direkten Interaktion 
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von Ycf1 bzw. Ycf2 mit RpoTp sollten beide Proteine heterolog als His- bzw. GST-
Fusionproteine exprimiert, gereinigt und für pulldown assays mit GST- bzw. His-RpoTp 
eingesetzt werden. Dafür wurde für Ycf1 zunächst diejenige Sequenz in pJS-HisEx und 
pGEX-2TK kloniert, welche für den Bereich des Proteins kodiert, der die Lysin-reiche Region 
jedoch keine Transmembrandomänen enthält (AS 1112-1786; s. Abb. 46). Die erhaltenen 
Vektoren pJS67 und pJS68 wurden zur Transformation von E. coli BL21-Zellen für die 
anschließenden Expressionsversuche genutzt. Erste Expressionsversuche von GST-Ycf1 bei 
unterschiedlichen Temperaturen und in unterschiedlichen Medien resultierten lediglich in 
Abbauprodukten. Im Western Blot konnte nur GST und GST fusioniert mit kürzeren Peptiden 
detektiert werden (nicht gezeigt). Aus Zeitgründen war es leider nicht mehr möglich, das 
Fusionsprotein zu exprimieren und zu reinigen. Außerdem wurde versucht die kodierende 
Sequenz für Ycf2 in pJS-HisEx zu klonieren. Dies und die Klonierung und Expression von 
verkürzten Varianten gelangen in der verbleibenden Zeit leider nicht.     
 
3.2.5 Co-Präzipitation von NEP-Transkripten mit 3xFLAG-AtRpoTp 
Für eine Vielzahl von chloroplastidären Genen sind bereits NEP-Promotoren bekannt und 
charakterisiert (zusammengefasst in Liere et al., 2011). Dennoch könnte es Gene geben, für 
die noch nicht bekannt ist, dass ihre Transkription nicht auschließlich durch PEP sondern 
auch durch NEP erfolgt. RpoTp müsste mit den entsprechenden RNAs assoziiert sein. Des 
Weiteren wird noch immer die entwicklungabhängige Rolle von NEP bei der Arbeitsteilung 
mit PEP duskutiert, weshalb es von Interesse ist, welche Transkripte zu einem bestimmten 
Zeitpunkt der Chloroplastenentwicklung an RpoTp gebunden sind. Daher wurden die 
transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tp TL6 für RIP-Chips (s. 2.2.11) 
verwendet, um assoziierte RNAs zu identifizieren. Dafür wurde Stroma von 14 d alten 
Pflanzen präpariert und wie in 2.2.10.5 beschrieben für IPs verwendet. Zur Überprüfung der 
erfolgreichen Präzipitation der 3xFLAG-RpoTp wurden Aliquots verschiedener Schritte der 
IP mittels Western Blot analysiert. Als Vorversuch wurden die erhaltenen Präzipitate für den 
Dot Blot eingesetzt, um Hinweise darauf zu erhalten, ob überhaupt RNAs co-präzipitiert 
werden. Abbildung 51 zeigt einen entsprechenden Versuch, für den in der IP Stroma von 





Abb. 51: Dot Blot Analyse der IP mit 3xFLAG-Tp TL6 und korrespondierender Western Blot. 200 µl Stroma 
von Wildtyp (At Wt) bzw. 3xFLAG-Tp TL6 wurden mit 5 µg Anti-FLAG Antikörper für 1 h und anschließend 
mit 75 µl Dynabeads® Protein G 1 h bei 4 °C inkubiert (s. 2.2.10.5). A Aliquots von eingesetztem Stroma (S), 
IP-Überstand (Üb) und IP-Pellet (P) wurden im 7,5 %igen SDS-Gel parallel zu einem Größenstandard 
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) aufgetrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. 
Markerbanden sind in kDa gekennzeichnet. Die Immunodetektion erfolgte mit Anti-FLAG Antikörper. B Die 
aus Überstand und Pellet extrahierten RNAs wurden in Aliquots wie in 2.2.9.14 beschrieben auf eine 
Nylonmembran transferiert. Als Kontrolle wurde außerdem Wasser (H2o) geblottet. Die Membranabschnitte 
wurden mit spezifischen DNA-Sonden für psbA-, rpoB-, accD-, ycf1- und clpP-Transkripte hybridisiert. Üb = 
Überstands-RNA, P = Pellet-RNA.   
 
Der Western Blot (s. Abb. 51A) zeigte, dass die 3xFLAG-fusionierte RpoTp in der Mutante 
präzipitiert wurde. Im Wildtyp-Eluat waren lediglich die Antikörper-Banden erkennbar. Für 
den Dot Blot wurde die aus IP-Überstand und IP-Pellet extrahierte RNA auf eine 
Nylonmembran übertragen (s. 2.2.9.14) und mit spezifischen DNA-Sonden für PEP- und 
NEP-Transkripte hybridisiert (s. Abb. 51B). Im Überstand waren erwartungsgemäß jeweils 
kräftige Signale für alle Transkripte erkennbar. Im Falle einer Co-Präzipitation von RNA mit 
3xFLAG-RpoTp müsste das Pellet-Signal von 3xFLAG-Tp TL6 gegenüber dem Wildtyp-
Signal aufgrund der Anreicherung stärker sein. Ein entsprechender Effekt konnte für die NEP-
Transkripte rpoB und accD, sowie das durch NEP und PEP transkribierte Gen ycf1 nicht 
beobachtet werden. Lediglich für clpP konnte eine leichte Anreicherung gezeigt werden. Die 
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bereits bekannten NEP-Transkripte wurden also nicht effizient co-präzipitiert. Dennoch 
wurde versucht eine Co-Präzipitation im RIP-Chip zu zeigen, da die Methode wesentlich 
sensitiver ist als der Dot Blot. Im Experiment wurde die IP mit 3xFLAG-Tp TL6-Stroma und 
Wildtyp-Stroma genauso durchgeführt wie für den Dot Blot und die erfolgreiche Präzipitation 
der Polymerase mittels Western Blot überprüft (nicht gezeigt). Die jeweils aus Überstand und 
Pellet extrahierten RNAs wurden mit einem das Arabidopsis-Plastom überspannenden 
microarray hybridisiert und die mit 3xFLAG-RpoTp präzipitierten RNAs durch 
Fluoreszenzanalyse identifiziert (s. 2.2.11). Zur Darstellung des Resultats (Abb. 52) wurden 
die Fluoreszenzintensitätsverhältnisse aus Pellet- zu Überstands-Signalen für die IP und die 
Kontroll-IP berechnet und anschließend das Verhältnis aus IP zu Kontroll-IP gebildet. Diese 
Werte wurden als differentielle Anreicherung gegen die Position der Sonden des arrays auf 
dem Plastom aufgetragen. Da insgesamt ein starker Hintergrund festgestellt wurde, wurden 
nur Werte ab 2,5 als signifikante Anreicherung festgelegt (Abb. 52, rote Linie). Die am 
stärksten angereicherten RNAs wurden gekennzeichnet. Die mit 3xFLAG-RpoTp co-
präzipitierte RNA hybridisierte mit zwei der auf dem array gedruckten ycf2-Abschnitte, mit 
rbcL, mit Exon 1 und 2 von ndhB, mit der trnG plus trnR repräsentierenden array Sonde, und 
mit der Sonde für den Bereich psbE-petL. Somit wurden bekannte (ycf2; Hajdukiewicz et al., 
1997) bzw. potentielle NEP-Transkripte (ndhB) in Assoziation mit RpoTp gefunden. 
Allerdings könnte es sich bei der Co-Präzipitation von ndhB auch um ein Artefakt aufgrund 
seiner Position im plastidären Genom handeln (s. Diskussion Kap. 4.2.5). Bei dem rbcL-
Abschnitt handelt es sich nicht um den Überlappungsbereich von atpB und rbcL, sondern um 
den kodierenden Bereich. Die Anreicherung der PEP-Transkripte rbcL und psbE sowie der 
tRNAs wird in Kap. 4.2.5 diskutiert. Insgesamt wurden nur wenige RNAs angereichert, 
insbesondere wenige der bekannten NEP-Transkripte, was teilweise auf die geringe Menge an 
präzipitierter Polymerase zurückgeführt werden konnte. Es müssten demnach größere 
Mengen Stroma eingesetzt werden und Wiederholungen durchgeführt werden, um eine 
statistische Auswertung zu ermöglichen. Dies sowie die Verwendung jüngeren Materials 





Abb. 52: Identifikation von mit 3xFLAG-RpoTp-assoziierten RNAs mittels RIP-Chip. In der IP mit 3xFLAG-
Tp-Stroma co-präzipitierte RNAs und Überstand-RNAs wurden fluoreszenzmarkiert und mit einem das Plastom 
überspannenden microarray hybridisiert. Die Fluoreszenzintensitätsdaten wurden wie in 2.2.11 beschrieben 
ausgewertet und die differentielle Anreicherung co-präzipitierter RNAs gegen die Plastomposition aufgetragen. 
Signale signifikant angereicherter RNAs befinden sich oberhalb der roten Linie. Angereicherte RNAs sind mit 
ihren Namen beschriftet.   
 
Ein RIP-Chip-Versuch mit 3xFLAG-Tmp wurde durchgeführt. Jedoch zeigte bereits die 
Western Blot Analyse, dass die Polymerase nicht bzw. nur in sehr geringen Mengen präzipiert 
wurde. Daher wurde auf die Hybridisierung mit dem array verzichtet. Für weitere Versuche 
genügte die verbleibende Zeit nicht. 
Sowohl der Dot Blot als auch der RIP-Chip zeigten, dass RpoTp mit RNAs assoziiert war, 
wodurch eine direkte Beteiligung an der Transkription gezeigt wurde. Andere Methoden 
wiesen die Transkriptionsaktivität bisher nur indirekt anhand von Transkriptmengen bzw. in 
in vitro Assays nach. Außerdem zeigten die Ergebnisse, auch wenn nur wenige RNAs 
präzipitiert wurden, dass die Methode und die in dieser Arbeit erzeugten, transgenen Pflanzen 
grundsätzlich geeignet waren, um assoziierte RNAs zu identifizieren. Dies ermöglicht in der 
Zukunft die Identifikation der zu einem bestimmten Zeitpunkt der Chloroplastenreifung durch 
RpoTp und auch RpoTmp transkribierten Gene. Insofern ist auch die Präzipitation 
unerwarteter RNAs wie der PEP-Transkripte rbcL und psbE interessant, da NEP durchaus 
auch an der Transkription solcher Gene beteiligt sein könnte (Zhelyazkova et al., 2012b), und 










4.1 Charakterisierung der entwicklungsspezifischen Rolle von NEP in 
 Tabak durch Promotoraustausche in transplastomischem Tabak 
Da die meisten plastidären Haushaltsgene NEP- und PEP-Promotoren besitzen (Vera und 
Sugiura, 1995; Allison et al., 1996), stellt sich die Frage, wie sich die beiden RNA-
Polymerase-Aktivitäten im Zuge der Chloroplastendifferenzierung die Arbeit bei der 
Transkription teilen. Zahlreiche Studien beschäftigten sich bereits mit der Abundanz und 
Aktivität der Enzyme, der Nutzung verschiedener Promotoren und der Abundanz von NEP- 
und PEP-Transkripten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der pflanzlichen Entwicklung 
(Baumgartner et al., 1993; Tiller und Link, 1993; Hajdukiewicz et al., 1997; Isono et al., 
1997a; Kapoor et al., 1997; Baginsky et al., 2004; Cahoon et al., 2004; Emanuel et al., 2004; 
Demarsy et al., 2006 und 2012; Wurbs et al., 2007; Barsan et al., 2010; Zhelyazkova et al., 
2012b). Das Modell einer ausschließlich sequentiellen Arbeitsteilung, in welchem NEP vor 
allem in jungem, nicht-grünem Gewebe aktiv ist und PEP in reifen, photosynthetisch aktiven 
Chloroplasten, musste erweitert werden, da beispielsweise gezeigt wurde, dass sich in Mais 
die Akkumulation von NEP-abhängigen Transkripten im Laufe der Entwicklung wenig 
änderte (Cahoon et al., 2004).  
In dieser Arbeit wurde die entwicklungsspezifische Rolle von NEP gegenüber PEP durch die 
Herstellung transplastomischer Tabakpflanzen mit veränderten bzw. gegen PEP-Promotoren 
ausgetauschten NEP-Promotoren der Gene accD, rpoB und rrn16 näher beleuchtet.  
 
4.1.1 Erzeugung der transplastomischen Pflanzen  
Zur Erzeugung transplastomischer Tabakpflanzen wurden N. tabacum Wildtyppflanzen 
mittels „biolistischer“ Transformation stabil mit verschiedenen Vektoren transformiert (Svab 
et al., 1990a; Svab und Maliga, 1993). Als Resistenzmarker wurde ein chimäres aadA-Gen 
verwendet, dessen Expression vom psbA-Promotor aus erfolgt und Resistenz gegen 
Spectinomycin und Streptomycin vermittelt (Shaw et al., 1993; Svab et al., 1990b). Die 
entsprechende aadA-Kassette wurde aus dem Vektor pPRV111A amplifiziert (Zoubenko et 
al., 1994) und für die Klonierung der Transformationsplasmide eingesetzt. Es wurden 
Vektoren hergestellt, die den Austausch des Typ-I NEP-Promotors PaccD-129 bzw. 
PrpoB-345 durch den PEP-Promotor PatpB-255, das Ausschalten von PaccD-129 durch 
Veränderung des Promotormotivs von TATA nach GCGC, sowie den knock out des Typ-I 
NEP-Promotors Prrn16-64 durch Änderung des Promotormotivs CTTG zu GCGC 
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ermöglichten. Die Transformation der korrespondierenden Plasmide (s. 3.3.1, Abb. 5, 6, und 
7) verlief erfolgreich. Demgegenüber gelang es nicht, entsprechende Kontrollvektoren, 
welche lediglich die homologe Rekombination der aadA-Kassette vermitteln sollten, in die 
Pflanzen einzubringen. Durch die erfolgreiche Transformation der Vektoren mit den 
Promotorveränderungen wurde bereits gezeigt, dass die Integration der Kassette an den 
erforderlichen Orten des Plastoms die Physiologie der Pflanzen nicht störte. Da die 
Kontrollvektoren dieselben Tabak-Sequenzbereiche enthielten wie die übrigen Plasmide, sind 
möglicherweise zu lange Rekombinationsbereiche ursächlich für das mehrfache Fehlschlagen 
der Transformation. Die zur Rekombination benötigten Homologiebereiche umfassten in den 
Plasmiden jeweils ca. 600-1000 bp. Es wurde beobachtet, dass im Zuge des 
Rekombinationsprozesses mehrere, einzelne Rekombinationsereignisse zwischen der Tabak-
Zielsequenz und der Donor-DNA stattfinden können (Kavanagh et al., 1999). Dabei kann es 
zum Ausschluss einzelner Bereiche der Donorsequenz bei der Integration kommen. Im 
Hinblick darauf sollen insbesondere zu lange Homologiebereiche problematisch sein (Dr. 
Karsten Liere und Dr. Reimo Zoschke, pers. Mitteilung). Daher könnte die Integration der 
aadA-Kassette fehlgeschlagen sein. Wahrscheinlich wäre die Transformation von 
Kontrollvektoren mit kürzeren, homologen Sequenzen erfolgreich. Allerdings wurden im 
Zuge dieser Arbeit keine neuen Plasmide hierfür kloniert, da der gesamte Transformations- 
und Selektionsprozess zeitaufwendig ist, und wegen der wenigen, verbleibenden Zeit mit der 
Analyse der vorhandenen transplastomischen Pflanzen begonnen werden musste.  
Stattdessen wurde als Ersatz-Kontrolle bei allen Versuchen der Tabak-Wildtyp zum Vergleich 
herangezogen. Die Verwendung des Wildtyps als Kontrolle ist dann vertretbar, wenn 
ausgeschlossen werden kann, dass die Insertion der aadA-Kassette am jeweiligen 
Integrationsort einen Effekt auf flankierende Gene hat. In dieser Arbeit wurde der 
Resistenzmarker in die intergenischen Regionen zwischen rbcL und accD (PEP/accD und 
ΔNEP/accD), trnV und rrn16 (ΔNEP/rrn16) sowie trnC und rpoB (PEP/rpoB) integriert. Für 
die intergenischen Bereiche trnV/rrn16 und rbcL/accD wurde bereits gezeigt, dass die 
Insertion eines Markergens nicht mit der Expression flankierender Gene interferierte (Staub 
und Maliga, 1992 und 1993; Svab und Maliga, 1993). Daher wurde der Wildtyp für Versuche 
mit PEP/accD, ΔNEP/accD und ΔNEP/rrn16 als adäquate Kontrolle gewertet. Auch für 
mehrere, andere intergenische Sequenzen wurde kein Effekt durch Insertion eines Markergens 
beobachtet (Übersicht in Maliga, 2004; Ahlert et al., 2009; Maliga und Bock, 2011). 
Resultierend aus zahlreichen Versuchen mit transplastomischen Pflanzen wurde geschlossen, 
dass es keine Positionseffekte auf dem Plastidengenom bei der Insertion der aadA-Kassette 
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geben sollte und somit der Wildtyp auch für die rpoB-Mutante PEP/rpoB eine sinnvolle 
Kontrolle darstellen sollte. Im späteren Verlauf der Versuche wurde durch die dRNA-Seq 
Daten allerdings deutlich, dass möglicherweise wenige Transkripte in der Kassette initiiert 
werden (s. 4.1.2, 4.1.4 und 4.1.5).   
Auch die Transformation mit Vektoren, die Austausche der Promotoren PclpP1-53 und 
PtrnE-UUC vermitteln sollten, war trotz viermaliger Wiederholung nicht möglich. Der clpP1-
Promotor sollte einerseits durch eine Veränderung des non-consensus-Motivs geschwächt 
bzw. ausgeschaltet werden. Shikanai et al. (2001) zeigten in Studien mit aadA-Insertionen in 
clpP1 bereits, dass es nicht möglich war, homoplastomische Pflanzen zu erhalten. Durch 
Kuroda und Maliga (2003) wurde bestätigt, dass clpP1 essentiell für die Pflanzenentwicklung 
ist. Möglicherweise führte die in dieser Arbeit erzeugte Veränderung des Promotormotivs zu 
einem vollständigen knock out des Promotors, was die Etablierung transplastomischer 
Sprösslinge verhinderte. Allerdings besitzt clpP1 weitere Promotoren, von denen der PEP-
Promotor PclpP1-95 und der NEP-Promotor PclpP1-173 im Vektor stromabwärts der aadA-
Kassette lagen, und somit nach  Integration des Konstrukts ins Plastom intakt sein sollten. Die 
Insertion der aadA-Kassette im intergenischen Bereich zwischen rps12 und clpP1 sollte 
keinen negativen Effekt haben (Shikanai et al., 2001; Kuroda und Maliga, 2003). Doch auch 
der Ersatz des clpP1-Promotors durch PpsbA-85 funktionierte nicht, ebenso wie der Ersatz 
von PtrnE-UUC durch PrpoB-345 bzw. das Ausschalten des trnE-Promotors. Daher kommen 
möglicherweise andere Gründe für die erfolglose Transformation in Frage. Beispielsweise 
könnten Probleme im technischen Ablauf aufgetreten sein. Dies ist jedoch insofern 
unwahrscheinlich, als jedes Konstrukt viermal zur Transformation eingesetzt wurde und die 
Transformation anderer Konstrukte bereits gelungen war. Da die durch die Vektoren 
vermittelten Veränderungen für die Physiologie der Pflanzen problematisch sein könnten, 
wurde auch versucht, transplastomische Sprösslinge zu erhalten, indem der Selektionsdruck 
nach der „biolistischen“ Transformation durch geringere Spectinomycin-Konzentration 
verringert wurde. Dabei entwickelten sich erwartungsgemäß zahlreiche Sprösslinge, jedoch 
keine positiven Transformanten. Somit wurde die Untersuchung der Promotorveränderungen 
auf die Gene accD, rpoB und rrn16 beschränkt. 
Für die erzeugten transplastomischen Pflanzen wurde zuerst die korrekte Integration der 
erwünschten Sequenzen durch PCR und anschließende Sequenzierung überprüft. Daraus 
resultierend wurden die transplastomischen Linien PEP/accD TL2, ΔNEP/accD TL2 und 
TL21, PEP/rpoB TL1 und TL2, sowie ΔNEP/rrn16 für die weiteren Versuche ausgewählt. 
Für diese Linien (Parentalgeneration) wurde anschließend der Segregationsstatus überprüft. 
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Hierfür wurden zunächst Southern Blot Analysen durchgeführt (s. Kap. 3.1.2; Abbildungen 9, 
10, 11 und 12), welche für alle accD- und rpoB-Mutanten in der P- und F1-Generation auf 
Heteroplastomie hindeuteten. Für ΔNEP/rrn16 hingegen wurde kein wildtypisches Signal 
detektiert, was auf Homoplastomie dieser Linie hinwies. Die Anzucht der F1-Samen auf 
Spectinomycin-haltigem Medium brachte für PEP/accD TL2  ausschließlich grüne Keimlinge 
hervor, wohingegen die Nachkommen der übrigen transplastomischen Linien in grüne und 
gebleichte Keimlinge spalteten. Es ist bekannt, dass der Gentransfer von Plastiden zum  
Nukleus ein fortschreitender Prozess ist (Timmis et al., 2004; Leister, 2005), sodass plastidäre 
Tabak-Sequenzen im Kern detektiert werden können (Ayliffe und Timmis, 1992), die 
wiederum zu einem schwachen, persistierenden Wildtyp-Signal führen können. Darum wurde 
mit Restriktionsenzymen, die außerhalb der Rekombinationsgrenzen des 
Transformationsvektors schnitten, im Southern Blot überprüft, ob die wildtypischen Signale 
in den Mutanten-Proben auf Kopien der Gene accD bzw. rpoB im Nukleus zurückzuführen 
waren. Für PEP/rpoB konnte danach sowohl in der F1- als auch der F2-Generation keine 
Wildtyp-Bande mehr beobachtet werden. Für PEP/accD und ΔNEP/accD dagegen wurde 
auch nach zusätzlichen Regenerationsrunden weiterhin ein zweites Signal detektiert, welches 
allerdings in der F2-Generation oberhalb der Wildtyp-Bande migrierte (s. Kap. 3.1.2, Abb. 
10). Gemeinsam mit den Analysen chloroplastidärer DNA deuteten diese Southern Blot 
Analysen auf mögliche Genfragmente im Kern hin und somit auch auf Homoplastomie der 
verschiedenen, transplastomischen Linien. Dennoch zeigte die Aussaat der F2-Samen auf 
MSSpec eine deutliche Aufspaltung in grüne, weiße und grün-weiß-gescheckte Keimlinge für 
alle Linien außer PEP/accD. Reziproke Kreuzungen der Mutanten mit dem Tabak-Wildtyp 
zeigten schließlich eindeutig, dass es lediglich für die transplastomische Linie PEP/accD TL2 
gelungen war, homoplastomische Pflanzen zu erzeugen. Eine strikte, maternale Vererbung 
von Plastiden ist für viele Pflanzenspezies bekannt (Hagemann, 1992; Reboud und Zeyl, 
1994; Mogensen, 1996). Allerdings konnte in Tabak in verschieden Studien auch schon eine 
paternale Weitergabe von Plastidengenen gezeigt werden (Avni und Edelman, 1991; Ruf et 
al., 2007; Svab und Maliga, 2007; Thyssen et al., 2012). Dieser Prozess kommt jedoch selten 
vor. In der Nachkommenschaft der Kreuzungen aus der Mutante als mütterlichen Elter und 
dem Wildtyp als väterlichen Elter wurden zahlreiche weiße Keimlinge auf Spectinomycin-
haltigem Medium gefunden. Daher wurde ausgeschlossen, dass diese aus einer zufälligen, 
paternalen Vererbung resultierten. Somit konnte aus den Kreuzungen eindeutig auf 
Heteroplastomie geschlossen werden. Dennoch wurden die transplastomischen Pflanzen für 
Versuche verwendet, da aufgrund der schwachen bzw. nicht vorhandenen Wildtyp-Signale in 
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den Southern Blot Analysen und des überwiegenden Anteils grüner Keimlinge in den 
Keimungstests davon ausgegangen werden konnte, dass der Großteil der plastidären DNA 
von den jeweiligen Transplastomen repräsentiert wurde.   
Wie ist es zu erklären, dass die transplastomischen Pflanzen trotz zahlreicher 
Regenerationsrunden nicht homoplastomisch wurden? Dass das grundsätzliche Prozedere, 
sowie Medien und Lösungen korrekt waren, wurde dadurch deutlich, dass für PEP/accD eine 
homoplastomische Linie erhalten wurde. Im Zuge der Segregation werden Chloroplasten mit 
Wt-Plastomen weniger effizient vermehrt als Plastiden mit Transplastomen, weshalb eine 
interplastidäre Homoplasmie relativ schnell erreicht wird (Maliga, 2004). Der Ausschluss von 
Wildtyp-Plastomen gegenüber Transplastomen aus demselben Chloroplast hingegen ist 
schwieriger, da grundsätzlich bereits eine oder wenige Kopien des Resistenzmarkers 
ausreichen, um eine Resistenz zu erzeugen (Maliga, 2004). Dennoch erfolgt dieser Prozess im 
Zuge von Plastiden- und Zellteilungen für gewöhnlich. Daher sind möglicherweise Gründe 
für die Heteroplastomie verantwortlich, die mit der Funktion der jeweiligen Gene verknüpft 
sind:  
Im Fall von rrn16 muss erwähnt werden, dass die Pflanzen vier Regenerationsrunden 
unterzogen wurden. Die Southern Blot Analysen und die ersten Anzuchten auf 
Spectinomycin-haltigem Medium ließen stets auf homoplastomische Pflanzen schließen. Erst 
im späteren Verlauf der Arbeit spalteten die Keimlinge bei Aussaat in grüne und gebleichte 
und wurden die erwähnten Kreuzungsergebnisse erhalten. Zu diesem Zeitpunkt genügte die 
verbleibende Zeit nicht, um die Pflanzen erneut steril anzuziehen, mehrfach zu regenerieren 
und Samen zu gewinnen. Möglicherweise würden weitere Regenerationsrunden 
homoplastomische Pflanzen hervorbringen. Da in Tabak das rrn-Operon vorrangig von PEP 
transkribiert wird, sollte das vollständige Ausschalten des NEP-Promotors möglich sein. Für 
accD wurde bereits gezeigt, dass ein knock out des Gens letal ist (Kode et al., 2005). Dass 
accD essentiell für die Blattentwicklung ist, könnte erklären, warum trotz erneuter 
Regeneration der F1-Generation von ΔNEP/accD TL2 und TL21 weiterhin Wildtyp-Plastome 
erhalten wurden. Für rpoB wurde der NEP-Promotor durch einen PEP-Promotor ausgetauscht. 
Möglicherweise konnte PEP in diesem Fall die Transkription durch NEP nicht vollständig 
ersetzen, sodass die Entwicklungsdefizite zu Beginn der Chloroplastenreifung zu groß für 
eine Etablierung homoplastomischer Pflanzen waren und ein 100 %iger Austausch nicht 
funktionierte. Diese funktionellen Zusammenhänge werden in den Kapiteln 4.1.2, 4.1.4 und 
4.1.5 unter Berücksichtigung des Phänotyps der transplastomischen Linien, sowie der Effekte 
auf RNA- und Proteinebene näher beleuchtet.    
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4.1.2 Das Ausschalten des rrn16-NEP-Promotors hat kaum Effekte auf die 
 Transkription des rrn-Operons 
Das rrn-Operon wird in Tabak durch PEP und NEP transkribiert. Die ursprüngliche 
Kartierung und Charakterisierung der rrn-Promotoren in Tabak erfolgte in BY2-Zellkulturen 
(Vera und Sugiura, 1995) und rpoB-Deletionsmutanten (Allison et al., 1996). Dabei wurde 
die PEP-Initiationsstelle an Position -113/114 stromaufwärts des 5´-Terminus der reifen 16S 
rRNA kartiert (Allison et al., 1996) und die Initiationsstelle für NEP an Position -64 (Vera 
und Sugiura, 1995). Zwar zeigten primer extension Analysen in Tabak und anderen dikotylen 
Spezies, dass PEP eine übergeordnete Rolle bei der Transkription des rrn-Operons innehat 
(Vera und Sugiura, 1995; Sriraman et al., 1998b; Courtois et al., 2007). Da aber der NEP-
Promotor trotzdem genutzt wird, wurde seine entwicklungsabhängige Rolle in einem 
transplastomischen Ansatz untersucht. Prrn16-64 wurde durch Mutagenese des Motivs von 
CTTG zu GCGC, welches deutlich vom bisher bekannten NEP-Konsensus YRTa abweicht, 
ausgeschaltet und die transplastomische Linie ΔNEP/rrn16 erzeugt.     
Für die transplastomische Linie ΔNEP/rrn16 war sowohl bei Anzucht auf Erde als auch auf 
MS-Medium und unter Salz- und Trockenstress nur in den ersten 2-3 Tagen eine leichte 
Wachstumsverzögerung gegenüber dem Wildtyp zu beobachten (s. Kap. 3.1.3). Im restlichen 
Verlauf der Entwicklung unterschied sich der Phänotyp der Mutante nicht vom Tabak-
Wildtyp. Auch die Transkriptmengen von rrn16 zeigten 7, 10 und 14 d nach Aussaat keine 
Unterschiede zwischen transplastomischer Pflanze und Wildtyp (s. Kap. 3.1.6.1). Des 
Weiteren wurde durch primer extension Analysen deutlich, dass der rrn16-PEP-Promotor 3, 
7, 10 und 14 d nach Aussaat in Mutante und Wildtyp jeweils gleich stark genutzt wurde (s. 
Kap. 3.1.4), während der NEP-Promotor tatsächlich ausgeschaltet war. Teilweise wurden in 
der Mutante sehr schwache Signale für den NEP-Promotor beobachtet, die jedoch in der 
heteroplastomischen Pflanze höchstwahrscheinlich auf restliche Wildtyp-Plastome 
zurückgingen. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass primer extension Analysen nur 
bedingt quantitative Aussagen zulassen, deuteten diese Analysen darauf hin, dass zu allen 
untersuchten Zeitpunkten die Transkription des rrn-Operons hauptsächlich durch PEP erfolgt 
und das Fehlen des intakten NEP-Promotors auch zu frühen Zeitpunkten der 
Chloroplastenreifung scheinbar nicht durch eine verstärkte PEP-abhängige Transkription 
ausgeglichen wird. Dies wurde durch die Analyse des primären Transkriptoms mittels deep 
sequencing bestätigt (s. Kap. 3.1.5.3). Während die dem NEP-Promotor entsprechende TSS 
vermutlich aufgrund ihrer geringfügigen Nutzung weder in Wildtyp noch Mutante detektiert 
werden konnte, waren die dem PEP-Promotor entsprechende TSS sowie die bekannten 
Prozessierungsstellen deutlich zu erkennen, und in der Mutante nicht mehr reads an diesen 
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Stellen kartiert als im Wildtyp. Allerdings war in den primer extension Analysen in 
ΔNEP/rrn16 stets auch eine unerwartete, zusätzliche Bande stromaufwärts des 
ausgeschalteten NEP-Promotors zu beobachten, die interessanterweise auch in den ΔrpoA-
Pflanzen detektiert wurde. In ΔrpoA (Serino und Maliga, 1998) wird der PEP-Promotor nicht 
genutzt, da durch Deletion des Gens rpoA keine funktionelle PEP assemblieren kann. Daher 
erfolgt auch eine verstärkte Transkription am NEP-Promotor (s. Kap. 3.1.4, Abb. 18). Ein 
zusätzliches Signal wurde aber bislang nicht beobachtet (Dr. Karsten Liere, pers. Mitteilung), 
sondern erst in dieser Arbeit detektiert. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass es 
sich dabei z.B. um eine Verunreinigung oder unspezifische Bande handelte. Allerdings konnte 
das Signal in ΔNEP/rrn16 stets reproduziert werden. Es wurde beobachtet, dass diese Bande 
bereits in 3 d alten Keimlingen detektierbar war, etwa 7 d nach Aussaat seine maximale 
Intensität erreichte und danach abnahm, während die Signale des PEP-Promotors von 7-14 d 
annähernd gleich stark blieben. Zahlreiche primer extension Analysen deuteten nicht darauf 
hin, dass diese Bande als Abbau- oder Prozessierungsprodukt aus Transkripten hervorging, 
die in der aadA-Kassette initiiert wurden. Als Ursprung des unbekannten Signals wurde daher 
zunächst entweder ein alternativer Promotor vermutet bzw. eine bisher unbekannte 
Prozessierungsstelle für PEP-abhängige Transkripte. Letzteres würde natürlich mit dem 
Erscheinen der Bande in ΔrpoA-Pflanzen interferieren und untermauern, dass das Signal in 
dieser Mutante ein Artefakt darstellte. Also wurde RNA der Mutante und des Wildtyps vor 
einer anschließenden primer extension Analyse mit Terminator™ 5´-Phosphate-Dependent 
Exonuclease (TEX) verdaut, um prozessierte RNA zu entfernen und primäre Transkripte 
anzureichern. Allerdings veränderte sich das Muster der Signale nicht. Die charakteristische 
Prozessierungsbande an Position -30 (Vera et al., 1993; Vera und Sugiura, 1995) konnte 
weiterhin detektiert werden. Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass die Signale dieser 
prozessierten RNA stets so kräftig waren, dass die Menge an eingesetzter TEX 
möglicherweise nicht ausreichte um die RNA zu verdauen, und daher kein Effekt auf das 
Bandenmuster beobachtet werden konnte. Somit konnte weder ausgeschlossen werden, dass 
die zusätzliche Bande ein Prozessierungsprodukt darstellte, noch, dass sie einen Promotor 
repräsentierte. Zur Klärung müsste der Versuch mit größeren Mengen TEX wiederholt 
werden. Gegen einen alternativen Promotor als Ursprung dieser Bande spricht der Umstand, 
dass in ΔNEP/rrn16 die Transkriptionsinitiation in diesem Fall in der GC-reichen Region des 
durch Mutagenese veränderten NEP-Promotors erfolgen müsste (siehe Position der Bande im 
Vergleich zur Sequenz, Kap. 3.1.4, Abb. 18). Da die wildtypische Sequenz CTTG an 
derselben Stelle aufgrund der schwächeren Bindung zwischen A-T im Vergleich zu G-C 
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theoretisch leichter aufzuschmelzen wäre, ist eine Initiation in GCGC der Mutante und keine 
Nutzung des potentiellen Promotors im Wildtyp unwahrscheinlich. Leider gelang es nicht, 
mittels 5´-RACE eine dem primer extension-Signal entsprechende Bande zu detektieren und 
anhand der Sequenz zu erfassen, ob die korrespondierende RNA ein primäres oder 
prozessiertes Transkript darstellt. Und auch in den deep sequencing Daten konnte an 
entsprechender Stelle weder eine Prozessierungsstelle in der -TEX-Probe noch eine 
angereicherte TSS in der +TEX-Probe beobachtet werden, was dafür spricht, dass es sich bei 
dem Signal um ein Artefakt handelte. Die primer extension Analysen zeigten, dass PEP schon 
in 3 d alten Keimlingen sehr aktiv das rrn-Operon transkribierte. Dennoch war die Keimung 
von ΔNEP/rrn16 in den ersten drei Tagen verzögert war, was verdeutlichte, dass NEP in 
frühen Phasen der Chloroplastenreifung trotz der bereits vorhandenen PEP-abhängigen 
Expression tatsächlich notwendig für die Expression von rrn16 ist. Dies korreliert mit 
bekannten Daten, die für Tabak und andere dikotyle Spezies erhalten wurden. Bei der 
ursprünglichen Kartierung der rrn16-Promotoren in Tabak wurde bereits gezeigt, dass NEP-
initiierte Transkripte in Proplastid-haltigen BY2-Zellen stärker akkumulierten als in 
Chloroplasten aus grünen Blättern, und die NEP-Transkripte insgesamt nur schwache Signale 
lieferten (Vera und Sugiura, 1995). In Arabidopsis Wildtyppflanzen wurde die Akkumulation 
der am rrn16-NEP-Promotor Pc initiierten Transkripte in trockenen und feuchten Samen, 
sowie 2 d alten Keimlingen verglichen (Courtois et al., 2007). Dabei wurde gezeigt, dass der 
Pc-Promotor  zwischenzeitlich in der Phase des Aufsaugens der Flüssigkeit durch die Samen 
(definiert als Phase 0+) aktiviert wurde. Zwei Tage nach der Keimung war die Menge an Pc-
initiierten Transkripten bereits wieder reduziert. Auch PEP-abhängige Transkripte wurden in 
diesen frühen Stadien der Keimung detektiert. Obwohl also PEP schon zu Beginn der 
Entwicklung Transkripte zur Verfügung stellt, wird rrn16 sowohl in Tabak als auch 
Arabidopsis von NEP transkribiert, muss also eine besondere Funktion erfüllen. Demarsy et 
al. (2012) untersuchten schließlich, welcher der beiden Polymerasetypen wichtiger für die 
Transkription des rrn-Operons während der Keimung ist. Dabei wurde wiederum eine 
Akkumulation von Pc-Transkripten 1 d nach Beginn der Keimung festgestellt und ebenfalls 
eine starke Anreicherung PEP-initiierter Transkripte. Dies zeigte, dass rrn16 zu den ersten 
Genen gehört, die während der Keimung von PEP transkribiert werden. Angesichts dieser 
Daten und des Umstandes, dass mittels dRNA-Seq innerhalb der plastidären Sequenz keine 
zusätzlichen, nur in der Mutante aktivierten TSSs gefunden wurden, entsteht insgesamt der 
Eindruck, dass NEP für die Transkription des rrn-Operons entbehrlich ist. Jedoch muss 
berücksichtigt werden, dass nicht nur rrn16-Transkriptlevel von diesen beiden Promotoren 
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abhängen, sondern aufgrund der Operonstruktur auch rrn23, rrn4,5, rrn5 sowie die tRNAs 
trnI und trnA beeinflusst werden. Somit müssten auch diese Transkripte untersucht und mit 
rrn16 verglichen werden. Zwar wurden in der Mutante für rrn16 die bekannten 
Prozessierungsstellen detektiert, dennoch kann für die nachgeschalteten Gene nicht 
ausgeschlossen werden, dass der genutzte Polymerasetyp in Abhängigkeit vom 
Entwicklungsstadium Einfluss auf die Prozessierung und Transkriptstabilität hat. Krause et al. 
(2000) stellten in ihren Studien zum Beispiel fest, dass das Fehlen von PEP scheinbar zu einer 
Beeinträchtigung der Prozessierung bestimmter Primärtranskripte führte. Denkbar für rrn16 
wäre, dass beispielsweise NEP-abhängige Transkripte nur schwer detektierbar sind, weil sie 
durch die Beteiligung alternativer Prozessierungsmechanismen in frühen Entwicklungsstadien 
schneller umgesetzt werden und so schneller die Komponenten für die 
Expressionsmaschinerie und den Photosyntheseapparat bereit stellen. Dies ist insofern nicht 
abwegig, da die Mechanismen der Prozessierung plastidärer, polycistronischer RNAs 
komplex und noch nicht für alle Gene exakt aufgeschlüsselt sind. Unterschiedliche Proteine 
wie beispielsweise PPR-Proteine und auch verschiedenartige Ribonucleasen können an den 
posttranskriptionalen Prozessen beteiligt sein (Übersichten in Barkan, 2011; Monde et al., 
2000). Für die Reifung von bakterieller rRNA wird beispielsweise RNase E eine wichtige 
Rolle zugeschrieben (Cohen und McDowall, 1997; Coburn et al., 1999). Homologe Proteine 
wurden z. B. für Spinat (Hayes et al., 1996) und Synechocystis (Kaberdin et al., 1998) 
gefunden.  
 
4.1.3 Ist die Transkription des rrn-Operons teilweise lichtreguliert? 
Ein weiterer interessanter Aspekt war, dass die Menge PEP-initiierter Transkripte bei Anzucht 
für 7 d im Dunkeln im Vergleich zu im Licht angezogenen Pflanzen abnahm. Dieser Effekt 
wurde sowohl im Wildtyp als auch in ΔNEP/rrn16 beobachtet und deutet darauf hin, dass das 
rrn-Operon teilweise lichtreguliert wird. Suzuki et al. (2003) identifizierten in 
Deletionsstudien direkt stromaufwärts des -35-Motivs von Prrn16-113/114 das RUA-Element 
GTGGGA, welches im Promotorkonstrukt für ΔNEP/rrn16 intakt war. Es wurde postuliert, 
dass die Interaktion zwischen der -10-Region und einem Sigma-Faktor vermutlich teilweise 
ersetzt wird durch die direkte Interaktion von PEP mit RUA oder durch Interaktion von PEP 
mit einem RUA-bindenden Faktor (Suzuki et al., 2003). Ein solches regulatorisches Element 
bietet theoretisch die Plattform für eine lichtabhängige Regulation. Der PEP-Promotor BLRP 
(blue light-responsive promoter) des psbD/C-Operons in Tabak besitzt stromaufwärts eine 
AAG- und eine PGT-Box. Diesen Elementen wurde eine Rolle bei der lichtaktivierten 
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Transkription zugeschrieben (Allison und Maliga, 1995). Allerdings wurde in anderen 
Studien gezeigt, dass diese Elemente und ihre bisher bekannten, interagierenden Faktoren 
(AGF und PGTF) nicht für die lichtabhängige Aktivierung benötigt werden (Satoh et al., 
1997; Kim et al., 1999a; Thum et al., 2001). Dennoch ist eine Beteiligung an der 
lichtabhängigen Regulation denkbar. Kim et al. (1999a) vermuteten anhand ihrer Daten, dass 
die ADP-abhängige Phosphorylierung von PGTF oder assoziierten Faktoren die Bindung an 
den Promotor hemmt und die Transkription reduziert. Diese Phosphorylierung nimmt 
möglicherweise in Dunkelheit zu, parallel zu den ADP-Mengen in Plastiden. Auch das RUA-
Element könnte eine Bindestelle für lichtaktivierte Transkriptionsfaktoren sein und somit der 
PEP-Promotor von rrn16 lichtreguliert. Natürlich könnte die Verringerung der PEP-initiierten 
rrn16-Transkripte im Dunkeln auch ein sekundärer Effekt sein, welcher aus einer in 
Dunkelheit verringerten PEP-Menge bzw. –Aktivität resultierte. Einerseits könnten die core 
Untereinheiten von PEP direkt lichtreguliert sein. Liliana Borsellino zeigte in ihrer 
Dissertation, dass die Transkription von rpoB durch Licht leicht aktiviert wird (Borsellino, 
2012). Andererseits könnte die PEP-Menge indirekt durch Licht beeinflusst werden. Es wurde 
postuliert, dass Licht die plastidäre Genexpression über den physiologischen Status der 
Plastiden wie z.B. die Redoxbedingungen kontrollieren kann (Link, 2003; Pfannschmidt und 
Liere, 2005). Fey et al. (2005) beobachteten mittels microarrays einen Einfluss auf steady 
state Transkriptlevel von rpoB durch veränderte Redoxbedingungen. Wenn Dunkelheit also 
zur verringerten rpoB-Transkriptakkumulation und damit zu geringeren Mengen von PEP 
führt, werden auch rrn16-Transkripte reduziert. Dies setzt jedoch voraus, dass geringere 
rpoB-Transkriptmengen tatsächlich in weniger PEP resultieren. Allerdings zeigten 
verschiedene Versuche der vorliegenden Arbeit, dass dies nicht der Fall sein muss. In den 
transplastomischen rpoB-Tabakmutanten waren die Transkritpmengen von rpoB gegenüber 
dem Wildtyp verringert, während sich die Proteinmenge jedoch nicht änderte (s. Kap. 3.1.5.3 
und 3.1.7). Außerdem wurde in den RpoTp-überexprimierenden Arabidopsis-Mutanten zwar 
eine verstärkte Nutzung des rpoB-Promotors (s. Kap. 3.2.3.3), aber kein Einfluss auf die 
Proteinlevel der PEP-Untereinheiten RpoB und RpoA beobachtet. Schließlich ist auch 
möglich, dass nicht eine veränderte PEP-Menge sondern die lichtregulierte, veränderte 
Aktivität von PEP für eine geringere Transkriptakkumulation verantwortlich war. Die 
lichtaktivierte Dephosphorylierung von PEP core Untereinheiten und auch von Sigmafaktoren 
soll an der lichtinduzierten Aktivierung von PEP beteiligt sein (Tiller und Link, 1993; 
Baginsky et al., 1997). Auch Komponenten des PEP-Komplexes wie beispielsweise pTAC3, 
welches in Arabidopsis lichtinduziert mit PEP assoziiert und einen essentiellen Bestandteil 
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des transkribierenden Komplexes darstellt (Yagi et al., 2012), können im Dunkeln nicht ihre 
transkriptionsstimulierende oder –unterstützende Rolle übernehmen. Tatsächlich wurde in 
einer pTAC3-Insertionsmutante die verringerte Transkriptakkumulation ribosomaler RNAs 
inklusive rrn16 beobachtet. In diesem Fall resultiert das primer extension Muster zwar aus der 
lichtabhängigen Regulation der PEP-Aktivität, dennoch zeigen die Auswirkungen auf rrn16-
Transkripte eine indirekte Abhängigkeit der rrn-Transkription von Licht. Satoh et al. (1999) 
beobachteten in Gerste zwar keine Lichtabhängigkeit des 16S rRNA-Promotors, jedoch 
zeigten Chun et al. (2001) in transplastomischem Tabak eine Stimulation durch Blaulicht. 
Auch wenn 16S rRNA in allen Phasen der Plastidenentwicklung, auch in Dunkelheit, 
exprimiert wird (Baumgartner et al., 1993; diese Arbeit), ist also unter bestimmten 
Bedingungen zumindest eine teilweise Stimulation der Transkription des rrn-Operons durch 
Licht denkbar.  
 
4.1.4 Die Veränderung von PaccD-129 führt zur Aktivierung alternativer Promotoren 
Das Gen accD kodiert für die β-Untereinheit der plastidenlokalisierten Acetyl-CoA-
Carboxylase und wird nach bisherigem Kenntnisstand in Dikotylen ausschließlich von einem 
NEP-Promotor aus transkribiert (Tabak: PaccD-129, Hajdukiewicz et al., 1997). Liere und 
Maliga (1999b) stellten mittels in vitro Transkription fest, dass der Tabak-Promotor 19 bp 
(-17 bis +2) umfasste. Im transplastomischen Ansatz in dieser Arbeit wurde einerseits 
versucht, den accD-Promotor auszuschalten, indem das Motiv TATA durch Mutagenese zu 
GCGC, welches stark vom bekannten NEP-Konsensus YRTa abweicht, verändert wurde. Es  
resultierten die heteroplastomischen Linien ΔNEP/accD TL2 und TL21. Andererseits wurde 
der accD-Promotor durch den PEP-Promotor PatpB-255 ersetzt, wobei das Motiv des atpB-
NEP-Promotors PatpB-289 durch Mutagenese von CATA zu GTAT ausgeschaltet wurde und 
18 Nukleotide der 5´-UTR von atpB integriert wurden. Hierbei wurde die homoplastomische 
Linie PEP/accD TL2 erzeugt.  
Bei Anzucht der Linien ΔNEP/accD TL2 und TL21 auf MS-Medium und auf Erde war zu 
Beginn der Keimung kein Unterschied zum Tabak-Wildtyp erkennbar. 5 bis 7 d nach Aussaat 
wurde deutlich, dass die transplastomischen Linien in ihrer Entwicklung verzögert waren. 
Nach 7 d waren Keimlinge der Mutanten etwa halb so groß wie die Wildtyp-Keimlinge. Der 
Wachstumsunterschied war nach 14 d nicht mehr zu beobachten. Offenbar konnte PEP die 
fehlende NEP-abhängige Transkription von accD in den ersten zwei Wochen nicht 
vollständig kompensieren. Mit verschiedenen Oligonukleotiden durchgeführte primer 
extension Analysen (s. Kap. 3.1.4, Abb. 16) wiesen nach, dass der NEP-Promotor in 
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ΔNEP/accD TL2 und TL21 tatsächlich nicht genutzt wurde. Da die Veränderung des YRTa-
Motivs zu einem Ausschalten des accD-Promotors führte, konnte in diesen Studien die 
funktionelle Signifikanz des Motivs in vivo gezeigt werden. Auch die aufgrund der 
Heteroplastomie verbliebenen Wildtyp-Plastome resultierten nicht in wildtypischen Signalen, 
was verdeutlichte, dass der Großteil der Plastome in den transplastomischen Linien durch 
Transplastome repräsentiert wurde. Da allgemein angenommen wird, dass ein Ausschalten 
von accD letal ist (Kode et al., 2005), musste trotz Deletion des Promotors accD dennoch in 
den Mutanten exprimiert werden. Entsprechende, an PaccD-129 der verbliebenen Wildtyp-
Plastome initiierte Transkripte konnten nicht durch primer extension Analysen nachgewiesen 
werden, da vermutlich deren Abundanz für den Nachweis mit dieser Methode zu gering war. 
Denn bereits wildtypische Transkriptmengen lieferten nur schwache Signale. Jedoch zeigten 
Northern Blots mit 7, 10 und 14 d alten Pflanzen (s. Kap. 3.1.5.2, Abb. 20) annähernd 
wildtypische mRNA-Mengen in ΔNEP/accD. Dies konnte durch qRT-PCR mit 7 d alten 
Keimlingen bestätigt werden (s. Kap. 3.1.5.2, Abb. 21). Auch auf Proteinebene wurde 
beobachtet, dass die AccD-Mengen in 3 bis 21 d alten Pflanzen ebenfalls den Mengen im 
Wiltyp entsprachen. Nur in 7 d alten Keimlingen war eine leichte Verringerung in der 
Mutante erkennbar. Diese leicht verringerten Transkriptmengen korrelierten mit der 
Entwicklungsverzögerung in den ersten 10 d nach Aussaat, was die Wichtigkeit des NEP-
Promotors zu Beginn der Chloroplastenreifung demonstriert. Teilweise konnten die accD-
Transkripte in ΔNEP/accD bzw. die resultierenden Proteinmengen vermutlich auf die 
restlichen Wildtyp-Plastome zurückgeführt werden. Da diese aber deutlich unterrepräsentiert 
waren, war es unwahrscheinlich, dass sie allein für die nahezu wildtypischen 
Transkriptmengen in der Mutante verantwortlich waren. Somit wurde die Frage aufgeworfen, 
was der Ursprung dieser Transkripte war. Der psbA-Promotor PpsbA-85, welcher die 
Expression der aadA-Kassette in entgegengesetzter Richtung zur Transkriptionsrichtung  der 
untersuchten Gene antreibt, kann theoretisch divergent genutzt werden (Sriraman et al., 
1998a). Somit könnten accD-Transkripte aus einer Transkriptionsinitiation in der Kassette 
resultieren. Daher wurden primer extension Analysen mit Oligonukleotiden durchgeführt, die 
weiter stromaufwärts der ursprünglichen primer hybridisierten, um derartige Transkripte zu 
detektieren. Es konnten keine Startstellen innerhalb der Kassettensequenz detektiert werden. 
Daraus folgte, dass die accD-Transkripte in den Mutanten eher nicht auf eine 
Transkriptionsinitiation in der Kassette zurückgingen. Des Weiteren wurde ein primer 
verwendet, der innerhalb der Kassette hybridisierte, um potentielle Initiationsstellen zu 
identifizieren, die stromaufwärts der Kassettensequenz lagen und bisher unbekannte accD-
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Promotoren repräsentierten. Auch in diesen Analysen konnten keine Signale detektiert 
werden. Da nicht hundertprozentig ausgeschlossen werden konnte, dass trotz mehrfacher 
Wiederholung die primer extension Reaktionen nicht optimal funktionierten und daher keine 
Transkriptionsstarts gefunden wurden, wurde zur weiteren Klärung das primäre, plastidäre 
Transkriptom 7 d alter Mutanten mittels deep sequencing analysiert. Dabei wurde gezeigt, 
dass innerhalb der Kassette offenbar TSSs aktiviert werden. Eine dieser Startstellen (TaadA1) 
wurde in allen transplastomischen Pflanzen beobachtet. Stromaufwärts befindet sich ein 
Motiv, dass theoretisch von PEP als Promotor genutzt werden könnte. Allerdings weicht 
insbesondere die potentielle -35-Box (TAGCAC) deutlich vom Konsensus (TTGaca) ab, 
sodass dieser „Promotor“, wenn überhaupt, nur schwach genutzt werden sollte. Zwei weiteren 
TSSs in ΔNEP/accD TL2 (TaadA2 und 3) sind keinerlei Motive vorgeschaltet, die von PEP 
oder NEP als Promotor erkannt werden könnten. Schließlich befindet sich vor der TSS 
TaadA4 in ΔNEP/accD TL2 ein potentielles PEP-Promotormotiv, dessen -10- und -35-Box 
allerdings sehr GC-reich sind, sodass auch dieser „Promotor“ eher schwach wäre. Die in der 
Kassette gefundenen Startstellen deuten also auf eine teilweise Transkriptionsinitiation hin, 
allerdings nicht auf eine effiziente Transkription, die die wildtypischen Transkriptmengen in 
der Mutante erklären würde. Wenig stromaufwärts des ausgeschalteten PaccD-129 wurde in 
ΔNEP/accD TL2 eine TSS (TaccD-158) detektiert, welche auch im Wildtyp gefunden wurde 
und zudem als sehr schwaches Signal ebenso in den ursprünglichen primer extension 
Analysen beobachtet wurde. Da auch in anderen Tabak-Wildtypproben diese Startstelle 
gefunden wurde (Dr. Petya Zhelyazkova, pers. Mitteilung), handelt es sich offenbar um einen 
bisher unbekannten accD-Promotor (s. 4.1.6, Abb. 53, ii). Die Suche nach möglichen 
Promotormotiven ergab zum Einen zwei potentielle NEP-Motive, von denen das dem YRTa-
Konsensus nähere Motiv TATA nur zwei Nukleotide stromaufwärts der TSS liegt, während 
das andere (TAAT) mit einem Abstand von 5 Nukleotiden zur TSS etwas wahrscheinlicher 
ist. Zum anderen konnten zwei potentielle -10 Regionen gefunden werden. Die 
korrespondierenden, potentiellen -35 Motive enthalten ausschließlich Ts und As, was deutlich 
vom Konsensus abweicht und den Promotor eher zu einem schwachen Promotor machen 
würde. Aufgrund der schwach konservierten -35-Boxen und der schwachen primer extension 
Bande dieser Startstelle ist ein NEP-Promotor am wahrscheinlichsten (s. 4.1.6, Abb. 53, ii). 
Direkt stromaufwärts der Kassette war sowohl in Wildtyp als auch accD-Mutanten ein Signal 
in den -TEX-Proben angereichert, welches vermutlich eine Bindestelle für ein RNA-
bindendes Protein repräsentiert. Zhelyazkova et al. (2012a) detektierten in ihren Studien die 
Bindestellen von PPR-Proteinen als kleine RNAs. Daher könnte es sich laut persönlicher 
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Mitteilung durch Dr. Zhelyazkova auch bei der hier gefundenen kleinen RNA um den 
footprint eines RNA-bindenden Proteins handeln. Des Weiteren wurden stromaufwärts der 
aadA-Kassette TaccD-557 und TaccD-374 aktiviert, wobei ersterer TSS ein mögliches PEP-
Motiv vorgeschaltet ist und der zweiten ein schwacher PEP-Promotor bzw. ein NEP-
Promotormotiv (s. 4.1.6, Abb. 53, iii und iv). Zwar liegen die gefundenen TSS mehrere 
100 bp stromaufwärts des Translationsstarts, jedoch ist für Plastiden bekannt, dass auch weit 
entfernte Promotoren genutzt werden (s. z.B. Tabak Pycf2-1577, Hajdukiewicz et al., 1997; 
Tabak PatpB-611, Orozco et al., 1990). Somit erklären die zusätzlich aktivierten TSS 
höchstwahrscheinlich die annähernd wildtypischen Transkriptlevel in ΔNEP/accD. Damit 
wird deutlich, dass auch im Wildtyp alternative Promotoren die Transkription von accD 
antreiben und möglicherweise auch PEP an der Transkription dieses Haushaltsgens beteiligt 
sein könnte. Eine Verifizierung der alternativen Promotoren durch beispielsweise 5´-RACE 
steht noch aus.    
Die Anzucht der homoplastomischen Linie PEP/accD TL2 auf Erde und auch MS-Medium 
zeigte keine Unterschiede in der Entwicklung zum Wildtyp. In den primer extension Analysen 
(s. Kap. 3.1.4, Abb. 16) und auch mittels 5´-RACE wurde in der Mutante das erwartete, dem 
PEP-Promotor entsprechende, primäre Transkriptende detektiert. Die primer extension 
Signale für den Wildtyp und die Mutante deuteten auf ein ähnliches Expressionsmuster hin. In 
7 d alten Keimlingen war die Promotornutzung jeweils am stärksten und nahm anschließend 
im Wildtyp ab, während die Transkriptmengen in der transplastomischen Linie noch bis 14 d 
nach Aussaat auf einem ähnlichen Level blieben. Außerdem waren die Signale in PEP/accD 
kräftiger als im Wildtyp. Demnach wurde der PEP-Promotor zu den jeweiligen Zeitpunkten 
stärker genutzt als der ursprüngliche NEP-Promotor, was auf eine leichte Überexpression 
hindeutete. Diese konnte durch Northern Blots (s. Kap. 3.1.5.2, Abb. 20) bestätigt werden. 
Dabei wurden erhöhte Transkriptmengen in PEP/accD gegenüber dem Wildtyp in 10 und 14 d 
alten Pflanzen, nicht jedoch in 7 d alten Keimlingen beobachtet. Weder mittels primer 
extension noch durch Northern Blots konnten accD-Transkripte in 3 d alten Keimlingen 
detektiert werden, was vermutlich auf die sehr geringe Abundanz der entsprechenden RNAs 
zurückzuführen war. Die Transkriptmengen von accD sind typischerweise zu allen 
Entwicklungszeitpunkten niedrig. In Arabidopsis wurde gezeigt, dass accD-Transkripte 1 d 
nach Beginn der Keimung nachweisbar waren, jedoch in allen untersuchten Phasen der 
Keimung und Chloroplastendifferenzierung in sehr niedrigen Mengen vorlagen (Demarsy et 
al., 2012). Im Wildtyp waren somit die Transkriptmengen vermutlich zu gering für einen 
Nachweis. Selbst die Transkription durch PEP statt durch NEP in der Mutante ermöglichte 
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ebenfalls keine Detektion in 3 d alten Pflanzen. Aufgrund der höheren Sensitivität wurden 
daher qRT-PCRs (s. Kap. 3.1.5.2, Abb. 21) zur Detektion der accD-Transkriptmengen 
durchgeführt. Diese Versuche zeigten, dass in 3 d alten Pflanzen die Transkriptmengen in 
Mutante und Wildtyp annähernd gleich waren, also keine verstärkte Expression durch PEP in 
PEP/accD erfolgte. Außerdem wurde das in den primer extension Analysen gezeigte 
Expressionsmuster bestätigt. In 7 d alten Keimlingen des Wildtyps war die Expression am 
stärksten und nahm dann ab. Auch in PEP/accD TL2 wurde das Expressionsmaximum nach 
7 d erreicht. Anders als im Northern Blot wurden bereits zu diesem Zeitpunkt der 
Entwicklung in der Mutante gegenüber dem Wildtyp erhöhte Transkriptmengen detektiert. 
Diese Überexpression wurde bis 14 d nach Aussaat beobachtet. Bereits nach 21 d waren die 
Transkriptlevel in Wildtyp und transplastomischer Linie wieder annähernd gleich. Es ist zu 
beachten, dass für die Darstellung der qRT-PCR-Daten von PEP/accD, und auch von 
ΔNEP/accD und PEP/rpoB, jeweils nur zwei der drei biologischen Replikate verrechnet 
wurden. Dies hängt damit zusammen, dass sich die Verhältnisse zwischen Wildtyp- und 
Mutanten-CT-Werten in einem der drei Versuche so unterschieden, dass die 
Standardabweichungen bei Verrechnung aller technischen Replikate sehr groß und nicht mehr 
aussagekräftig waren. Daher wurde dieser Datensatz als Ausreißer deklariert und zur 
Auswertung die zwei biologischen Replikate herangezogen, deren CT-Wert-Verhältnisse sich 
am meisten glichen. Da darüber hinaus die Expressionsmuster aller technischen Replikate und 
damit die Grundaussagen der erhaltenen Daten stets identisch waren, können die sich daraus 
ergebenen Schlussfolgerungen als durchaus valide angesehen werden. Zwar kann mit diesem 
Datensatz keine Aussage bezüglich exakter Verhältnisse zwischen Wildtyp- und 
Mutantenexpression erreicht werden, aber insgesamt sind die qRT-PCR-Daten zuverlässig. 
Die 11 goldenen Regeln der quantitativen RT-PCR (Udvardi et al., 2008) wurden eingehalten. 
Lediglich die empfohlene Verwendung mehrerer Referenzgene und die Überprüfung deren 
Expressionsstabilität (Czechowski et al., 2005) wurde nicht durchgeführt, sondern 
standardmäßig UBQ als Referenz genutzt. Die Analyse des primären Transkriptoms von 
PEP/accD zeigte, dass innerhalb der Kassette wie in den anderen transplastomischen Linien 
TaadA1 aktiviert wurde. Wie schon für ΔNEP/accD beschrieben, sollte der entsprechende 
Bereich theoretisch nur schwach durch PEP transkribiert werden. Stromaufwärts von accD 
konnte keine zum atpB-PEP-Promotor korrespondierende TSS detektiert werden, obwohl das 
entsprechende primäre Transkript in den primer extension Analysen stets gefunden wurde. 
Auch in PEP/accD wurde TaccD-557 aktiviert (s. 4.1.6, Abb. 53, iii). Dies veranschaulicht, 
dass der accD-NEP-Promotor nicht ohne Weiteres ersetzt werden kann, und sein Fehlen durch 
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Aktivierung alternativer Promotoren kompensiert wird. Natürlich müssen die verschiedenen, 
alternativen TSS zukünftig durch weitere Methoden wie 5´-RACE verifiziert werden. 
Schließlich wurde untersucht, ob die durch die primer extension Analysen, die Northern Blot 
Hybridisierungen und auch die qRT-PCR-Versuche gezeigte Überexpression in PEP/accD 
TL2 auf Protein-Ebene widergespiegelt wird (s. Kap. 3.1.7). In 10 und 14 d alten Pflanzen 
konnte in der Mutante eine leichte Erhöhung der AccD-Proteinmenge detektiert werden, 
während 3 und 21 d nach Aussaat keine Unterschiede zum Wildtyp beobachtet wurden. Diese 
Daten korrelieren mit den zuvor beobachteten Veränderungen der Transkriptmengen. Dass die 
Transkription von accD durch PEP statt durch NEP zu einer leichten Überexpression führte, 
wurde auch durch Madoka et al. (2002) bestätigt. Es wurde in einem transplastomischen 
Ansatz gezielt versucht, eine Überexpression von accD durch die Transkription vom rrn16 
PEP-Promotor zu erzielen. Madoka et al. (2002) beobachteten sowohl auf RNA- als auch auf 
Protein-Ebene eine Erhöhung der Transkriptlevel bzw. AccD-Menge in den 
transplastomischen Linien. In diesen Versuchen gelang die Erzeugung einer Kontrollpflanze, 
in welcher lediglich die Resistenzkassette stromaufwärts des accD-Promotors inseriert war. 
Zwar wurde in dieser Kontrolle auf Transkriptebene ebenfalls eine minimale Verstärkung der 
detektierten accD-Signale gezeigt, allerdings konnte dies darauf zurückgeführt werden, dass 
die Kassette in derselben Richtung wie accD transkribiert wurde, und es vermutlich zu einem 
geringfügigem Durchlesen kam. Somit wurde gezeigt, dass die aadA-Kassette stromaufwärts 
von accD keinen signifikanten Effekt auf die Expression hatte. Die Kassette in diesen 
Experimenten lag um 139 bp näher am accD-Promotor als die Kassette in der vorliegenden 
Arbeit. Zudem wurde in den hier verwendeten Pflanzen die Kassette in entgegengesetzter 
Richtung transkribiert. Daher sind die Experimente von Madoka et al. (2002) ein weiteres 
Argument dafür, dass die  aadA-Kassette in den hier gezeigten Versuchen keinen 
signifikanten Einfluss auf die accD-Expression haben sollte. Eine verzögerte Seneszenz sowie 
eine erhöhte Menge an produzierten Samen in den transplastomischen Linien, wie Madoka et 
al. (2002) beobachteten, wurden in dieser Arbeit jedoch nicht bestätigt.   
 
4.1.5 PEP kann die Transkription von rpoB durch NEP nicht vollständig ersetzen 
Das rpoB/C1/C2 Operon kodiert für drei Untereinheiten der plastidären, eubakterientypischen 
RNA-Polymerase und wird von einem NEP-Promotor (PrpoB-345) aus transkribiert, welcher 
die Nukleotide -14 bis +1 relativ zur Transkriptionsinitiationsstelle umfasst und das core-
Motiv CAT aufweist (Liere und Maliga, 1999a). Im transplastomischen Ansatz der 
vorliegenden Arbeit wurde der NEP-Promotor durch den PEP-Promotor PatpB-255 ersetzt, 
wobei das Motiv des NEP-Promotors PatpB-289 durch Mutagenese von CATA zu GTAT 
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ausgeschaltet wurde, und 14 Nukleotide der 5´-UTR von atpB integriert wurden. Es wurden 
die heteroplastomischen Linien PEP/rpoB TL2 und TL21 erzeugt.  
Bei der Anzucht der transplastomischen Linien PEP/rpoB TL2 und TL21 auf MS-Medium (s. 
Kap. 3.1.3, Abb. 14B) bzw. auf Erde wurde schon im Verlauf der Keimung deutlich, dass die 
Entwicklung der Mutanten leicht verzögert war. In den ersten 10 d nach Aussaat waren die 
transplastomischen Keimlinge kleiner als die Wildtyp-Keimlinge. Danach war kein 
Entwicklungsunterschied mehr erkennbar. Schon der makroskopische Phänotyp deutete also 
darauf hin, dass die Transkription des rpoB/C1/C2-Operons durch NEP während der Keimung 
und der ersten Phasen der Chloroplastenreifung nicht vollständig durch eine PEP-abhängige 
Transkription ersetzt werden kann. In den primer extension Analysen (s. Kap. 3.1.4, Abb. 17) 
wurde keine verstärkte oder abgeschwächte Promotornutzung in den transplastomischen 
Pflanzen gegenüber dem Wildtyp beobachtet. Auch die Expressionsmuster von Mutanten und 
Wildtyp glichen sich. Nach 3 d konnte kein bzw. nur ein sehr schwaches Signal detektiert 
werden. Das Expressionsmaximum wurde zwischen 7 und 14 d nach Aussaat erreicht. Auch 
die qRT-PCRs mit RNA des Wildtyps und von PEP/rpoB TL2 (s. Kap. 3.1.5.3) zeigten ein 
übereinstimmendes Expressionsmuster. Im Gegensatz zu den primer extension Analysen 
wurde jedoch das Expressionsmaximum 3 d nach Aussaat beobachtet. Einerseits wurde durch 
vergangene Studien bereits gezeigt, dass die Expression von rpoB in sehr frühen Phasen der 
Chloroplastenentwicklung signifikant erhöht war. Sowohl die mRNA-Menge als auch die 
Transkriptionsrate waren in jungen Blattsektionen 4 d dunkelangezogener Gerste maximal 
(Baumgartner et al., 1993). Auch in unreifen Reisblättern, in denen die Chloroplasten noch 
nicht differenziert waren, war die rpoB-Expression am höchsten verglichen mit reifen Blättern 
(Inada et al., 1996). Zudem zeigten Demarsy et al. (2006) für Spinat und Arabidopsis, dass 
rpoB mRNA innerhalb der ersten 2 d nach der Keimung akkumuliert. Andererseits konnten 
die mittels qRT-PCR detektierten Transkripte in 3 d alten Keimlingen nicht mittels primer 
extension detektiert werden. Daher könnte es sich teilweise auch um Artefakte handeln. In 
trockenen Samen von Spinat und Arabidopsis lagen bereits rpoB-Transkripte vor (Demarsy et 
al., 2006). In Tabak könnten derartige Vorräte zwar die tatsächlich produzierten Transkripte 
ergänzen, was die große Menge in der qRT-PCR erklärt. Möglicherweise handelte es sich 
aber bei diesen vorrätigen Transkripten nicht nur um intakte Moleküle, sondern auch teilweise 
abgebaute RNAs. Diese konnten wiederum in den primer extension Analysen nicht detektiert 
werden, da vermutlich entweder das native 5´-Ende fehlte oder der RNA-Anteil, in dem der 
primer für die primer extension Reaktion hybridisierte. Das qRT-PCR-Oligonukleotid 
dagegen konnte hybridisieren, da die entsprechende Sequenz weiter stromaufwärts liegt als 
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diejenige des primer extension Oligonukleotids. Obwohl in den primer extensions keine 
veränderte Promotornutzung beobachtet wurde, waren in der qRT-PCR die relativen 
Transkriptmengen in PEP/rpoB TL2 3 bis 14 nach Aussaat gegenüber dem Wildtyp 
verringert. Anders als bei PEP/accD führte die Nutzung des PEP-Promotors anstelle des NEP-
Promotors nicht zu einer Überexpression, sondern im Gegenteil zur Reduzierung der 
Transkriptmenge. Demnach konnte PEP in den frühen Phasen der 
Chloroplastendiffernzierung die NEP-abhängige Transkription des rpoB-Operons nicht 
vollständig ersetzen, was mit der beim makroskopischen Phänotyp beobachteten 
Entwicklungsverzögerung korrelierte. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass eventuell 
durch die Insertion der Kassette und den Ersatz von Originalsequenzen durch PatpB-255 
bisher unbekannte Promotoren und/oder regulatorische Sequenzen zerstört oder behindert 
wurden. Dann würde eine verringerte Transkriptmenge in PEP/rpoB nicht auf eine schwache 
Aktivität von PEP bei der Transkription zurückgehen, sondern darauf, dass weniger 
Startstellen genutzt werden als im Wildtyp. Tatsächlich identifizierten Inada et al. (1997) in 
Arabidopsis drei auch in Spinat und Tabak konservierte Motive, von denen Motiv I für die 
Transkriptionsinitiation durch NEP benötigt wurde und in PEP/rpoB fehlte, und Motiv II und 
III durch die Kassette weiter stromaufwärts lagen. Allerdings sollte die PEP-abhängige 
Transkription in der Mutante theoretisch nicht auf die NEP-Elemente angewiesen sein. 
Außerdem wurden in vorangegangenen Arbeiten, beispielsweise durch Dr. Stefanie Hertel 
oder Dr. Julia Legen im Rahmen ihrer Dissertationen (Legen, 2002; Hertel, 2009), mehrere 
zusätzliche TSSs stromaufwärts von rpoB beobachtet. Beispielsweise wurde die 
Transkriptinitiation an der Position -558 relativ zum Translationsstart beobachtet (Hertel, 
2009), welche in PEP/rpoB durch den Austausch nicht vorhanden ist. Auch für PEP/rpoB TL2 
und TL21 wurden zusätzliche primer extension Analysen durchgeführt mit Oligonukleotiden, 
die weiter stromaufwärts hybridisierten, um Transkripte zu identifizieren, die innerhalb der 
Kassettensequenz initiiert wurden bzw. stromaufwärts der Kassette und somit alternative 
Promotoren repräsentierten. Trotz mehrfacher Wiederholung wurden entsprechende 
Startstellen mit dieser Methode nicht gefunden. Die Analyse des primären, plastidären 
Transkriptoms in 7 d alten Pflanzen mittels dRNA-Seq hingegen zeigte, dass stromaufwärts 
der Kassettensequenz in PEP/rpoB, jedoch nicht im Wildtyp, eine bisher unbekannte TSS 
aktiviert wird (TrpoB-608). Diesem, primären Transkript ist mit CGTG ein potentielles NEP-
Promotormotiv vorgeschaltet (s. 4.1.6, Abb. 53, v und vi). Eine entsprechende Startstelle 
wurde durch Dr. Hertel und Dr. Legen nicht gefunden, lediglich primer extension Signale 
stromabwärts (-580) und stromaufwärts (-611), die eher auf prozessierte Transkripte 
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zurückgeführt wurden. Die Aktivierung eines alternativen Promotors, die verringerten 
Transkriptlevel und auch die phänotypischen Effekte zeigen, dass PEP im Fall des rpoB-
Operons zumindest in den frühen Phasen der Entwicklung die Transkription durch NEP nicht 
vollständig ersetzen kann.  Interessanterweise wurden auf Proteinebene (s. Kap. 3.1.7) keine 
Unterschiede der RpoB-Menge zwischen Wildtyp und Mutanten gefunden. Dementsprechend 
wurden auch für die mittels Northern Blot untersuchten RNA-Mengen der durch PEP 
transkribierten Gene psbA, psbD und psbE (s. Kap. 3.1.5.3, Abb. 23) keine Effekte 
beobachtet. Die Verringerung der rpoB-Transkriptmenge in PEP/rpoB wurde also im Zuge 
posttranskriptionaler Prozesse, der Translation und/oder posttranslationaler Ereignisse 
ausgeglichen, sodass sich die Menge und Transkriptionsaktivität von PEP im Chloroplasten 
nicht änderte. Demnach würde die beobachtete Entwicklungsverzögerung der rpoB-Mutanten 
entweder allein auf die verringerten rpoB-Transkriptmengen zurückgehen oder auf Effekte, 
die bisher nicht erfasst wurden.   
 
4.1.6 Der Polymerasetyp hat keinen wesentlichen Einfluss auf die 5´-Prozessierung 
Dass trotz verringerter rpoB-Transkriptmengen die Proteinlevel von PEP/rpoB denen des 
Wildtyps entsprechen, könnte einerseits darauf hindeuten, dass der jeweils transkribierende 
Polymerasetyp tatsächlich die Rate und Qualität der nachfolgenden Prozessierungsprozesse 
und/oder der Translation beeinflusst. Hinweise darauf wurden schon durch Krause et al. 
(2000) und Legen et al. (2002) erhalten, die feststellten, dass die steady state Transkriptlevel 
bestimmter Gene nicht mit ihren Transkriptionsraten korrelierten. In Abwesenheit von PEP 
schien die Prozessierung von Primärtranskripten vermindert (Krause et al., 2000). 
Möglicherweise sind die PEP-generierten rpoB-Transkripte stabiler als die durch NEP 
erzeugten und werden daher effizienter oder länger translatiert, sodass letztendlich trotz 
weniger RNA gleiche Mengen Protein produziert werden können. Tatsächlich sind derartige, 
unterschiedliche Transkriptstabilitäten bzw. Abbauraten denkbar, da diese z.B. durch cis-
Elemente und Sekundärstrukturen in den 5´- und 3´-UTRs moduliert werden können (Hayes 
et al., 1999; Schuster et al., 1999), und auch durch die Interaktion der jeweiligen Polymerase 
mit unterschiedlichen Prozessierungsfaktoren. Andererseits wurde die Edierung der rpoB-
Transkripte nicht beeinflusst in PEP/rpoB, und die dRNA-Seq Daten beweisen, dass sich die 
5´-Prozessierungsstelle nicht in Abhängigkeit vom Polymerasetyp verändert. Dies wurde für 
sämtliche transplastomische Pflanzen beobachtet und auch in der Gerstenmutante albostrians 
(Dr. Zhelyazkova, pers. Mitteilung). Insbesondere die Daten für ΔNEP/rrn16 und die accD-
Mutanten veranschaulichten zudem, dass auch die Menge an prozessierten Transkripten 
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offenbar nicht beeinflusst wird durch den Polymerasetyp und die Aktivierung alternativer 
Promotoren, denn die Anzahl kartierter reads über die jeweilige Sequenz der prozessierten 
RNAs war nahezu gleich in Wildtyp und transplastomischer Linie. Somit kann 
geschlussfolgert werden, dass der transkribierende Polymerasetyp keinen Einfluss auf die 5´-
Prozessierungsstelle und höchstens einen teilweisen Einfluss auf die Prozessierungsrate hat. 
Ein Einfluss auf die Stabilität der Transkripte und somit die Translation scheint am 
wahrscheinlichsten, um die gezeigten Effekte zu erklären.   
Das nachfolgende Modell fasst die für accD und rpoB gezogenen Schlussfolgerungen noch 




Abb. 53: Modell zur plastidären Transkription der Gene accD und rpoB. Blaue Kästen kennzeichnen Motive 
bekannter Promotoren und teilweise verifizierter, neuer Promotoren (P), bzw. in dieser Arbeit identifizierter, 
potentieller Transkriptionsstartstellen (T). Diese Motive werden von NEP (orange) oder PEP (grün) erkannt, 
wobei für einige Startstellen (?) die Erkennung durch beide Polymerasen möglich wäre. Die Transkription von 
accD wird an PaccD-129 durch NEP initiiert (i). Zusätzlich wird im Wildtyp eine weitere Startstelle an Position 
-158 relativ zum Translationsstart von PEP oder NEP genutzt (ii). Der Ersatz von PaccD-129 durch einen PEP-
Promotor führte zur Aktivierung einer neuen TSS (iii), die vermutlich durch PEP genutzt wird, während das 
Ausschalten von PaccD-129 diese und noch eine weitere TSS (iv) aktivierte, deren vorgeschaltete Motive 
sowohl durch NEP als auch PEP erkannt werden könnten. Das Gen rpoB wird durch NEP transkribiert (v) und 
der Ersatz von PrpoB-345 durch einen PEP-Promotor führte zur Aktivierung einer neuen Startstelle (vi), deren 
vorgeschaltetes Motiv für eine Erkennung durch NEP spricht. Die aus der Nutzung unterschiedlicher Startstellen 
resultierenden primären Transkripte (zweifarbig) werden offenbar unabhängig vom Polymerasetyp stets an 
derselben Stelle des 5´-Endes durch Nukleasen prozessiert. Lila = abgeschnittener RNA-Anteil, Rot = 
prozessiertes Transkript.    
 
Unter Normalbedingungen wird das Haushaltsgen accD durch NEP transkribiert (i). Zudem 
wurde ein weiterer Promotor identifiziert (ii), der sowohl durch NEP als auch PEP genutzt 
werden könnte. Der Ersatz von PaccD-129 durch einen PEP-Promotor führte zur Aktivierung 
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einer neuen TSS (iii), die vermutlich durch PEP genutzt wird. Das Ausschalten von PaccD-
129 aktivierte diese und noch eine weitere TSS (iv), die sowohl durch NEP als auch PEP 
genutzt werden könnte. Dies, sowie das verzögerte Wachstum der knock out Mutante 
veranschaulichte, dass die Transkription von accD durch NEP insbesondere zu frühen 
Zeitpunkten der Entwicklung wichtig ist und nicht ohne Weiteres durch PEP ersetzt werden 
kann. Im Fall von rpoB führte sogar der Ersatz des NEP-Promotors (v) durch einen PEP-
Promotor bereits zum verzögerten Wachstum und verringerten Transkriptlevel, sowie zur 
Aktivierung einer neuen TSS (vi), die vermutlich von NEP genutzt wird. Die NEP-abhängige 
Transkription dieser beiden Gene ist also essentiell, und selbst in reifen Chloroplasten (7 d 
alten Keimlingen) nicht einfach ersetzbar. Zudem ist es möglich, dass auch PEP an der 
Transkription des Haushaltsgens accD beteiligt ist. Die Prozessierung am 5´-Ende primärer 
Transkripte bleibt dabei offenbar unbeeinflusst durch die genutzte Startstelle und den 
transkribierenden Polymerasetyp.   
 
 
4.2 Suche nach potentiellen Transkriptionsfaktoren der RpoTs 
Während für PEP bereits Faktoren wie die Sigmafaktoren bekannt sind, die an der 
spezifischen Promotorerkennung beteiligt sind (Übersichten in Allison, 2000; Liere und 
Börner, 2007; Lysenko, 2007; Schweer et al., 2010; Lerbs-Mache 2011), konnten für NEP 
bisher keine derartigen Spezifitätsfaktoren identifiziert und deren transkriptionsstimulierende 
oder –hemmende Rolle nachgewiesen werden. Die wie NEP aus einem einzelnen Polypeptid 
bestehende T7-RNA-Polymerase besitzt die intrinsische Fähigkeit zur Erkennung von 
Promotorsequenzen (Cheetham und Steitz, 2000). Auch in vitro Transkriptionsstudien mit den 
Arabidopsis-RpoTs zeigten, dass RpoTp und RpoTm an mitochondrialen und plastidären 
Promotoren ohne Co-Faktoren die Transkription initiierten (Kühn et al., 2007). Die 
Transkription erfolgte jedoch nur an superhelikaler DNA und einige Promotoren wurden nicht 
erkannt. Außerdem wurde für RpoTmp keine signifikante Promotorspezifität gezeigt (Kühn et 
al., 2007). Dies verdeutlichte, dass die Phagentyp-RNA-Polymerasen in organello 
höchstwahrscheinlich Transkriptionsfaktoren für die Promotorerkennung und 
Transkriptionsinitiation benötigen. Mittels Yeast 2-Hybrid-Analysen konnten keine mit 
Arabidopsis-RpoT-Polymerasen interagierenden Proteine identifiziert werden (Dr. Andreas 
Weihe, pers. Mitteilung). Daher wurde in dieser Arbeit versucht, potentielle 
Interaktionspartner der RpoTs zu identifizieren. Dafür wurden die Phagentyp-Polymerasen 
einerseits heterolog in E. coli exprimiert und für pulldown assays eingesetzt. Andererseits 
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wurden einige RpoTs sowohl in Tabak als auch in Arabidopsis mit verschiedenen Affinitäts-
tags in vivo exprimiert und Co-Immunpräzipitationsversuche durchgeführt.  
  
4.2.1 IP in vivo exprimierter, Epitop-markierter RpoTp in Tabak  
Durch Dr. Karsten Liere (HU Berlin/Genetik) wurden Tabakpflanzen zur Verfügung gestellt, 
die RpoTp mit den Epitopen HA-FLAG-StrepII, VSV-cMyc-FLAG bzw. E2 exprimierten (s. 
Kap. 3.2.1). In den transgenen Linien HFS- und VMF-Tp konnte mittels Western Blot mit 
Anti-FLAG Antikörper die Expression der Epitop-markierten Polymerase im Stroma 
nachgewiesen werden. Dabei wurde im Wildtyp eine Bande um 120 kDa beobachtet, bei der 
es sich um eine falsch positive Kreuzreaktion handelte. Korrespondierend wurden in den 
Mutanten HFS- und VMF-Tp zwei Banden beobachtet, wobei die untere Bande um 110 kDa 
die getaggte RNA-Polymerase repräsentierte. Ein entsprechendes Muster wurde bereits durch 
Liere et al. (2004) mit 3xFLAG-RpoTp-exprimierenden Tabakpflanzen gezeigt. In HFS-Tp 
funktionierte auch die Detektion mit verschiedenen Anti-HA Antikörpern, die jeweils eine 
Bande um 110 kDa ergab, welche mit der vorhergesagten Größe von 105 kDa korrelierte. Es 
wurden keine Kreuzreaktionen im Wildtyp beobachtet. Mit einem cMyc-spezifischen 
Antikörper sowie Anti-StrepII wurden keine Signale erhalten. Möglichweise war dies darauf 
zurückzuführen, dass die Antikörper nicht effizient genug mit den denaturierten Epitopen 
interagierten. Auch die E2-markierte RpoTp konnte nicht detektiert werden. Entweder war 
auch hier die Interaktion des Antikörpers mit dem denaturierten Protein nicht ausreichend 
oder die Expression der getaggten Polymerase war zu gering. Für die weiteren Versuche 
wurden daher die transgenen Pflanzen HFS- und VMF-Tp genutzt. Die Auswahl der Linien 
wurde dabei mitbestimmt von den Ergebnissen der primer extension Analysen des Tabak 
NEP-Promotors PatpB-329, dessen verstärkte Nutzung in einigen Linien sowohl eine 
Überexpression der Epitop-markierten RpoTp als auch ihre Funktionalität und somit korrekte 
Faltung verdeutlichte. Trotz unterschiedlicher Ansätze mit verschiedenen Mengen des 
Stromas sowie unterschiedlichen Inkubationszeiten und -temperaturen, Sepharosemengen, 
Puffern und Elutionsmethoden, gelang eine Immunopräzipitation von HFS-RpoTp und VMF-
RpoTp nicht. Da für die Herstellung der Antikörper denaturierte Peptide verwendet werden, 
sollte überprüft werden, ob eine IP von denaturiertem Protein möglich ist. Weder eine 
Denaturierung durch Hitze noch durch den Zusatz von Harnstoff ermöglichten im 
anschließenden IP-Versuch die Präzipitation der Polymerase. Möglicherweise war die Menge 
an exprimierter, Epitop-markierter Polymerase zu gering für eine effiziente Präzipitation. 
Entsprechend der theoretischen Vorhersage der Transitpeptidsequenz von RpoTp, die bei der 
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Klonierung der ursprünglichen Transformationsplasmide berücksichtigt wurde, liegen N-
terminal vor den Epitopen einige Aminosäuren. Denkbar ist daher auch, dass die stabile 
Bindung zwischen dem Antikörper und dem jeweiligen Epitop durch die vor dem tag 
liegenden Aminosäuren behindert wurde. Versuche HFS-RpoTp mittels crosslinking durch 
DSP bzw. Formaldehyd kovalent an den Anti-FLAG Antikörper zu koppeln und so zu 
präzipitieren waren erfolglos (nicht gezeigt). Daher ist es ebenso möglich, dass durch den tag 
die Prozessierung des Transitpeptids verändert war und das Epitop bzw. Teile davon beim 
Import in die Plastiden mit abgeschnitten wurden. Dies führte dann eventuell zu den für eine 
Präzipitation und ein crosslinking nicht ausreichenden, plastidären Mengen an Epitop-
markierter Polymerase.    
 
4.2.2 Heterologe Expression der RpoTs aus Tabak und Arabidopsis 
Für die heterologe Expression der RpoTs aus Tabak und Arabidopsis mit verschiedenen 
Affintiäts-tags wurden unterschiedliche Expressionssysteme verwendet. Zunächst wurde das 
pCold-System (TaKaRa) erprobt. Entsprechende Plasmide wurden von Alexandra-Viola 
Bohne im Rahmen ihrer Dissertation kloniert, sowie optimale Expressionsbedingungen und 
das Reinigungsverfahren mittels Affinitätschromatographie mit Ni
2+
-NTA-Agarose etabliert 
(Bohne, 2009; s. Kap. 2.2.10.7.2, 2.2.10.7.3 und 3.2.2.1). Dabei wurde bereits gezeigt, dass 
die entsprechenden His-markierten Phagentyp-RNA-Polymerasen transkriptionsaktiv, also 
funktionell und höchstwahrscheinlich korrekt gefaltet sind. Dies ist für eine Bindung 
potentieller Interaktionspartner essentiell. In dieser Arbeit wurden diejenigen Vektoren 
genutzt, welche die Expression von 6xHis-AtRpoTp, 6xHis-AtRpoTmp, 6xHis-NtRpoTp und 
6xHis-NtRpoTmp ermöglichten. Die Expression von 6xHis-NtRpoTp gelang nicht bzw. die 
Menge an exprimierter Polymerase war trotz Optimierungsversuchen nicht ausreichend für 
eine effiziente Reinigung. Die Affinitätsreinigung der Polymerasen wurde stets durch SDS-
PAGE überprüft und die Identität der His-markierten RpoT mittels Western Blot mit Anti-His 
Antikörper bestätigt. Ebenso wurde verfahren bei der Nutzung des in dieser Arbeit etablierten 
pJS-HisEx-Systems. Bei der Reinigung der His-getaggten RNA-Polymerasen traten stets auch 
einige zusätzliche Banden auf, die unspezifisch mitgereinigte, bakterielle Proteine 
repräsentierten. Um einen Einfluss dieser Proteine bzw. Peptide in späteren Versuchen zu 
kontrollieren, erfolgte parallel die Transformation von E. coli-Zellen mit dem leeren 
Expressionsvektor (pCold DNA I bzw. pJS-HisEx) und die anschließende Expression und 
Affinitätsreinigung. Diese Kontrollfraktion wurde in nachfolgenden pulldown assays 
mitgeführt. Des Weiteren wurde das pGEX-System zur Expression GST-fusionierter RpoTp 
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aus Tabak und Arabidopsis verwendet (s. Kap. 3.2.2.3). Auch für dieses System erfolgte eine 
Expression mit dem leeren pGEX-2TK-Vektor zur Reinigung von GST allein, welches als 
Kontrolle in allen Versuchen mitgeführt wurde. Der GST-tag ist im Vergleich zu einem 
Peptid-tag wie 6xHis sehr groß und könnte daher die Aktivität der fusionierten Polymerase 
sowie deren Interaktion mit anderen Proteinen beeinflussen. Daher wurde mit den gereinigten 
GST-RpoTs ein unspezifischer in vitro Transkriptionsassay durchgeführt und mit T7-RNA-
Polymerase sowie gereinigtem GST verglichen. Da GST-RpoTp aus Tabak und Arabidopsis 
transkriptionsaktiv war, während GST allein keinerlei Aktivität zeigte, wurde gefolgert, dass 
der GST-tag die Funktionalität der Polymerasen nicht beeinträchtigte.  
Für die pulldown assays wurden die jeweiligen Fusionsproteine und parallel die 
entsprechenden Kontrollfraktionen mit der Matrix und Stroma des Tabak- oder Arabidopsis-
Wildtyps inkubiert. Durch Western Blot konnte nachgewiesen werden, dass die Präzipitation 
der RpoTs funktionierte. Im gefärbten SDS-Gel war für die 6xHis-Fusionsproteine stets nur 
eine sehr schwache oder keine Polymerase-Bande erkennbar. Effizienter gelang die 
Präzipitation der GST-Fusionsproteine. Je nach Variation der ionischen Stärke des Puffers 
und der Anzahl der Waschschritte wurden zusätzliche Banden beobachtet. Diese konnten 
anhand der Kontrollen jedoch als unspezifisch präzipitierte Proteine identifiziert werden. 
Sowohl die His-Peptid-Kontrollfraktion als auch GST ermöglichten dabei den Ausschluss von 
Banden, die zum Einen auf die Interaktion mit dem tag zurückgingen, und zum Anderen auf 
eine unspezifische Interaktion mit der Matrix. Trotz zahlreicher Modifikationen der 
Versuchsbedingungen, sowie unterschiedlich sensitiver Färbemethoden wurden keine 
signifikant angereicherten Banden gefunden, die potentielle Interaktionspartner 
repräsentierten. Möglicherweise ist die Interaktion zwischen den RpoTs und ihren 
akzessorischen Proteinen zu schwach oder auch nur transient, so dass sie im Verlauf des 
Versuchs nicht stabil bleibt. Versuche mit unterschiedlichen Methoden des crosslinkings 
(Formaldehyd, DSP; nicht gezeigt) änderten das Resultat nicht. Zudem sind RpoTp- und 
RpoTmp-Transkripte sowie die aktiven Enzyme in Chloroplasten nur in geringen Mengen 
vorhanden (Emanuel et al., 2006; Azevedo et al., 2006). Daher sind vermutlich auch ihre 
potentiellen Interaktionspartner nicht sehr abundant im Stroma und somit schwer zu 
identifizieren. Problematisch ist dabei auch, dass insbesondere die 6xHis-fusionierten RpoTs 
nicht effizient präzipitiert werden konnten. Somit sind auch für interagierende 
Transkriptionsfaktoren nur sehr schwache Banden zu erwarten. Des Weiteren ist es möglich, 
dass eine stabile Interaktion der RpoTs mit potentiellen Transkriptionsfaktoren von 
Cofaktoren wie beispielsweise NTPs abhängt. Die mitochondriale RNA-Polymerase Rpo41 
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aus Hefe interagiert mit dem Transkriptionsfaktor Mtf1 ohne derartige Cofaktoren um den 
offenen Promotorkomplex zu bilden (Deshpande und Patel, 2012), bevor die initiierenden 
NTPs rekrutiert werden. Allerdings gibt es Hinweise, dass Mtf1 an der Bindung des 
initiierenden NTP bzw. ATP beteiligt ist (Tang et al., 2009; Paratkar et al., 2011). Der Zusatz 
von MgATP zum Versuchsansatz eines pulldown assays (nicht gezeigt) erbrachte keine 
Veränderung des Resultats. Aus Zeitgründen wurden schließlich nicht dieser Ansatz, sondern 
andere Ansätze weiter verfolgt.  
 
4.2.3 In vivo Expression Epitop-markierter RpoTs in Arabidopsis und 
 Charakterisierung der transgenen Pflanzen 
Die RNA-Polymerasen RpoTp, RpoTmp und RpoTm aus Arabidopsis wurden in vivo mit den 
N-terminal fusionierten Epitopen 3xFLAG, 3xHA bzw. FLAG-HA exprimiert (s. Kap. 3.2.3). 
Dabei sollte die Transkription vom 35S-Promotor des Blumenkohl-Mosaikvirus zu einer 
konstitutiven Überexpression führen. Die potentiellen Transformanten der transgenen Linien 
FLAG-HA-Tp/mp/m, 3xFLAG-Tp/mp/m und 3xHA-Tp/mp/m wurden zunächst mittels PCR 
mit Polymerase- und tag-spezifischen Oligonukleotiden durchmustert, die PCR-Fragmente 
wurden sequenziert, und positive Linien wurden mittels Western Blot auf die Expression der 
jeweiligen Epitop-markierten Polymerase hin untersucht (s. Kap. 3.2.3.2). Es resultierte die 
Auswahl der transgenen Linien 3xFLAG-Tp TL3 und TL6, 3xFLAG-Tmp TL7 und 3xFLAG-
Tm TL3, TL6 und TL7 für weitere Versuche, wobei vor allem mit 3xFLAG-Tp TL3 und 
3xFLAG-Tmp TL7 gearbeitet wurde. Trotz der theoretisch konstitutiven Expression wurde 
die stärkste Expression für 3xFLAG-Tp TL3 und 3xFLAG-Tmp TL7 7 d nach Aussaat 
beobachtet. Auch nach 14 d war die Expression noch sehr stark. Des Weiteren wurde deutlich, 
dass die Expression von 3xFLAG-RpoTmp bei gleichen Auftragsmengen von Stroma stets 
um 30-50 % der 3xFLAG-RpoTp-Expression betrug. Ein möglicher Grund hierfür ist, dass 
die Expression im Stroma nachgewiesen wurde, denn im späteren Verlauf der Arbeit zeigte 
sich, dass ein signifikanter Anteil von RpoTmp wie auch durch Azevedo et al. (2006) 
beschrieben membrangebunden war (s. Kap. 4.2.3.2). Für 3xFLAG-RpoTmp und zu frühen 
Zeitpunkten der Entwicklung auch für 3xFLAG-RpoTp wurden im Western Blot zwei Banden 
beobachtet. Aus dem Vergleich der Signale, die für 3xFLAG-Tp mit Anti-FLAG Antikörper 
und für 3xHA-Tp mit Anti-HA Antikörper erhalten wurden, wobei die jeweils exprimierten 
Polymerasen laut Vorhersage durch ProtParam (Gasteiger et al., 2005) annähernd dasselbe 
Molekulargewicht aufwiesen, wurde geschlussfolgert, dass die obere Bande die intakte, 
Epitop-markierte Polymerase repräsentierte. Auch der Umstand, dass in 3xFLAG-Tp TL3 die 
untere Bande ab 14 d nach Aussaat deutlich reduziert war, sprach für diese Interpretation. Die 
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untere Bande könnte auf einen teilweisen Abbau des tags oder der wenigen AS vor dem 
Epitop der 3xFLAG-RpoTs zurückgeführt werden.  
Da für eine spätere Co-Präzipitation von interagierenden Proteinen eine korrekte Faltung der 
exprimierten RpoTs Voraussetzung ist, wurde die Funktionalität von 3xFLAG-RpoTp und 
-Tmp mittels primer extension überprüft (s. Kap. 3.2.3.3). Außerdem wurden die Effekte der 
RpoTp- bzw. RpoTmp-Überexpression auf Transkriptebene durch Northern Blot mit 
spezifischen Sonden für Gene, die durch NEP oder PEP oder beide Enzyme transkribiert 
werden, analysiert (s. Kap. 3.2.3.4). Für die NEP-Promotoren PaccD-172, PatpB-318 und 
PclpP-58 wurde in den primer extension Analysen in 3xFLAG-Tp TL3 eine verstärkte 
Promotornutzung beobachtet. Daraus wurde gefolgert, dass 3xFLAG-RpoTp nicht nur  
überexprimiert wurde, sondern auch funktionell war, sodass die Linie für die Suche nach 
Interaktionspartnern geeignet war. Für die übrigen Promotoren von atpB wurden keine 
Unterschiede in den Signalintensitäten beobachtet (nicht gezeigt). Dadurch wurde deutlich, 
dass eine verstärkte Nutzung des NEP-Promotors die Transkription des Gens durch PEP nicht 
behindert. Die verstärkte Transkription einiger NEP-anhängiger Gene war auch insofern 
bemerkenswert, dass offensichtlich die Überexpression der Polymerase ausreichte, um diesen 
Effekt zu bewirken. Das bedeutet, dass vermutlich benötigte Transkriptionsfaktoren für die 
NEP-Aktivtät nicht limitierend waren  - eine wichtige Vorrausetzung für die beabsichtigte 
Suche nach diesen Faktoren. Weiterhin wurden für die Gene atpB, accD, clpP, rpoB und ycf1 
in 3xFLAG-Tp TL3 gegenüber dem Wildtyp erhöhte Transkriptmengen beobachtet. Für accD 
und rpoB, die ausschließlich durch NEP transkribiert werden, entsprach dies den Erwartungen 
und korrelierte mit den primer extension Analysen. Das Gen ycf1 wird durch NEP und PEP 
transkribiert, ebenso wie clpP und atpB (Swiatecka-Hagenbruch et al., 2007). Swiatecka-
Hagenbruch et al. (2008) beobachteten keine signifikante Verstärkung der Nutzung der NEP-
Promotoren PatpB-318 und Pycf1-39 in RpoTp-überexprimierenden Arabidopsis-Pflanzen 
(Tp1x). Die erhöhten Transkriptmengen für ycf1 und atpB, sowie die verstärkte Nutzung von 
PatpB-318 in dieser Arbeit deuteten jedoch auf eine stärkere Transkription dieser Gene in 7-
14 d alten Keimlingen hin. Interessant war insbesondere, dass entsprechend den primer 
extension Analysen und erhöhten Transkriptmengen offenbar RpoTp am non-consensus NEP-
Promotor von clpP die Transkription initiierte. Liere et al. (2004) beobachteten in RpoTp-
überexprimierenden Tabakpflanzen lediglich für Typ-I NEP-Promotoren eine verstärkte 
Promotornutzung. Auch frühere Versuche mit RpoTp- und RpoTmp-überexprimierenden 
Arabidopsis-Pflanzen zeigten keine verstärkte Nutzung des clpP-Promotors für RpoTp-
Mutanten und eine leicht verstärkte Nutzung für RpoTmp-Mutanten (Swiatecka, 2003; 
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Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008). Daten von Courtois et al. (2007) allerdings korrelieren 
mit den hier gezeigten Analysen, da sie auf eine Erkennung des clpP-Promotors durch RpoTp 
hindeuteten. Für 3xFLAG-Tmp TL7 wurden keine verstärkte Nutzung von NEP-Promotoren 
und auch keine Änderungen der Transkriptlevel gegenüber dem Wildtyp gefunden. 
Möglicherweise war dies auf die geringe Abundanz der Epitop-markierten RpoTmp 
zurückzuführen, die bereits in den Western Blot Analysen gezeigt wurde. Des Weiteren 
scheint RpoTp diejenige RNA-Polymerase darzustellen, die hauptsächlich für die 
Transkriptionsinitiation an NEP-Promotoren verantwortlich ist. Allerdings wurde gezeigt, 
dass RpoTmp zumindest das rrn-Operon in frühen Phasen der Chloroplastenreifung 
transkribiert (Courtois et al., 2007). Dennoch konnte auch in primer extension Analysen der 
rrn16-Promotorregion keine verstärkte Nutzung des Pc-Promotors Prrn16-39 nachgewiesen 
werden. Dies muss jedoch nicht bedeuten, dass 3xFLAG-RpoTmp nicht funktionell war. 
Zwar war die Expression der Polymerase in den 7-14 d alten Pflanzen am stärksten, jedoch 
war vermutlich die Transkriptionsaktivität zu gering, da RpoTmp vor allem zu Beginn der 
Keimung transkribiert (Baba et al., 2004; Courtois et al., 2007) und in Kotyledonen und 
Blättern bisher keine oder  nur wenig Pc-initiierte rrn16-Transkripte nachgewiesen werden 
konnten (Sriraman et al., 1998a; Bisanz et al., 2003; Zoschke et al., 2007).  
Die auf RNA-Ebene gezeigten Effekte wurden auf Proteinebene nicht wiedergespiegelt. 
Sowohl für das D1-Protein, welches durch das PEP-transkribierte Gen psbA kodiert wird, als 
auch für AtpB, für das erhöhte Transkriptmengen in 3xFLAG-Tp TL3 gezeigt wurden, 
wurden keine veränderten Proteinlevel beobachtet. Dies ist sicherlich auf posttranskriptionale 
Mechanismen und die Regulation der Translation und posttranslationaler Prozesse 
zurückzuführen. Interessant ist dabei auch, dass trotz der Transkription von rpoB 
ausschließlich durch NEP eine Überexpression von RpoTp nicht zu einer erhöhten Menge an 
PEP führte, wie durch die wildtypischen Mengen von RpoB und auch RpoA verdeutlicht 
wurde. Cahoon et al. (2004) zeigten bereits in Mais, dass im Laufe der 
Chloroplastenentwicklung die Akkumulation NEP-kontrollierter Transkripte annähernd gleich 
blieb, da zwar die NEP-Transkriptionsaktivität zunahm, jedoch die RNA-Stabilität abnahm. 
Entsprechende Regulationsmechanismen spielten vermutlich auch im RpoTp-Überexpressor 
eine Rolle, sodass Proteinlevel letztlich unverändert blieben.    
 
4.2.3.1 3xFLAG-RpoTp ist kältesensitiv 
Die Untersuchung des makroskopischen Phänotyps der transgenen Pflanzen zeigte bei 
Anzucht auf Erde oder MS-Medium keinerlei Unterschiede zum Wildtyp. Unter 
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Selektionsdruck entwickelten 3xFLAG-Tp TL3 und TL6 sowie 3xFLAg-Tmp TL7 grüne 
Kotyledonen. Zu einem geringen Anteil waren diese Keimlinge etwas kleiner als der parallel 
auf MS-Medium angezogene Wildtyp. Zudem waren bei 3xFLAG-Tmp die ersten beiden 
Rosettenblätter gelblich und fransig. In Anbetracht des charakteristischen Ausbleichens von 
Blattgewebe in Pflanzen mit Translationsdefekten (Siemenroth et al., 1981; Han et al. 1993; 
Hess et al., 1993; Allison et al., 1996; Serino und Maliga, 1998; De Santis-MacIossek et al., 
1999; Krause et al., 2000), könnte dies die Folge einer mangelhaften Translation sein. Nach 
7-10 d waren für 3xFLAG-Tp keine Entwicklungsunterschiede mehr zum Wildtyp erkennbar. 
Bei 3xFLAG-Tmp ergrünten die gelblichen Blätter mit 1-2 d Verzögerung und die Pflanzen 
zeigten nach spätestens 14 d dasselbe Erscheinungsbild wie der Wildtyp. In Versuchen von 
Swiatecka-Hagenbruch et al. (2008) zeigten RpoTp-Überexpressoren mit einer Kopie des 
Transgens kaum Unterschiede zum Wildtyp. Demgegenüber spalteten Mutanten mit 5 Kopien 
in gelbliche und grüne Keimlinge auf, und wiesen auch im weiteren Verlauf eine deutliche 
Entwicklungsverzögerung mit kleineren Rosetten auf, was auf einen schnelleren Umsatz der 
RpoTp-Transkripte und/oder teilweisem gene silencing durch die hohe Kopienzahl 
zurückgeführt wurde. Da die in dieser Arbeit produzierten RpoTp-Überexpressoren nur 
geringfügige Unterschiede zum Wildtyp zeigten, kann spekuliert werden, dass in diesen nur 
eine bzw. wenige Kopien des Transgens inseriert waren. Interessanterweise zeigten die 
3xFLAG-RpoTmp-Überexpressoren deutlichere Entwicklungseffekte gegenüber dem 
Wildtyp, während RpoTmp-Überexpressoren mit einer, 5 oder 7 Genkopien keine 
Unterschiede zum Wildtyp aufwiesen (Swiatecka, 2003). Somit sind die Entwicklungsdefizite 
in dieser Arbeit vermutlich nicht durch die Kopienzahl bedingt, sondern hängen 
möglicherweise mit dem Insertionsort des Transgens zusammen oder sind darauf 
zurückzuführen, dass sich die Überexpression RpoTmp-abhängiger Chloroplastengene 
ungünstig auswirkt. Dennoch hatte die Insertion, wie Northern Blots, primer extension 
Analysen und Western Blots veranschaulichten, keine drastischen Auswirkungen auf die 
Genexpression in 3xFLAG-Tmp TL7. Unter Kältestress, bei Anzucht 17 d alter Pflanzen bei 
8 °C auf Erde, wiederum wurde kein Effekt für 3xFLAG-Tmp, jedoch für 3xFLAG-Tp 
beobachtet. Insbesondere die jeweils jüngsten Blätter blichen in den transgenen Linien 
3xFLAG-Tp TL3 und TL6 aus. Scheinbar kam es zu einem Abbau der Thylakoidmembran 
und der Photosynthesekomplexe. Tatsächlich konnte im Northern Blot eine Reduktion der 
PEP-Transkripte psbA und auch rbcL in den gebleichten Blättern, also vermutlich eine 
veränderte PEP-Aktivität nachgewiesen werden. Für eine Wiederholung des Versuchs und 
den Nachweis eines entsprechenden Effekts auf Proteinebene blieb im Zuge dieser Arbeit 
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keine Zeit. Da die Transkriptlevel für accD und clpP, die ausschließlich bzw. teilweise durch 
NEP transkribiert werden, im Vergleich zum Wildtyp unverändert waren, obwohl unter 
Standardbedingungen eine Erhöhung der Transkripte beobachtet worden war, hatte die Kälte 
offenbar auch Einfluss auf die NEP-Aktivität. Wie kann nun die Kältesensitivität der RpoTp-
Überexpressoren erklärt werden? Ein Ausbleichen bei Kältestress konnte in der 
Vergangenheit bereits in unterschiedlichen Mutanten beobachtet und mit Defekten der 
Reifung plastidärer Ribosomen und folglich einer Reduktion der plastidären Translation in 
Verbindung gebracht werden. Beispielsweise war in der Maismutante M11, welche ab 17 °C 
und darunter kein Chlorophyll akkumuliert, die Menge plastidärer Ribosomen reduziert 
(Millerd et al., 1969). Eine Ribosomendefizienz bei geringen Temperaturen wurde auch für 
die v16/v16 Maismutante beobachtet (Hopkins und Elfman, 1984). Der Verlust einer 16S 
rRNA Dimethylase (DIM1-Homolog) in Arabidopsis (pfc1 Mutante) hatte keinen 
phänotypischen Effekt unter Normalbedingungen, führte bei 5 °C jedoch zur Chlorose 
(Tokuhisa et al., 1998). Ein weiteres Beispiel für das kältesensitive Ausbleichen in 
Arabidopsis ist die Null-Mutante eines plastidären Elongationsfaktors der Translation (SVR3; 
Liu et al., 2010). Es kann spekuliert werden, dass die durch Überexpression erhöhten Mengen 
von RpoTp bei Kältestress, aufgrund der verringerten Dynamik der Molekülbewegung bei 
Kälte, länger auf den Transkripten verblieben und somit das Binden und auch Fortschreiten 
der Ribosomen behinderten. Da NEP auch Gene für ribosomale Komponenten transkribiert, 
könnte es darüber hinaus zu einem Mangel an Ribosomen kommen. Damit würde auch die 
Translation PEP-transkribierter Gene reduziert, sodass es zu einer Reduktion von 
Photosystem-Komponenten und zum Ausbleichen kommen kann, wie es für zahlreiche 
Pflanzen bzw. Mutanten mit Translationsdefiziten bekannt ist (Siemenroth et al., 1981; Han et 
al. 1993; Hess et al., 1993; Allison et al., 1996; Serino und Maliga, 1998; De Santis-
MacIossek et al., 1999; Krause et al., 2000). Interessant wäre zu überprüfen, ob auch andere 
RpoT-Überexpressoren (Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008) unter Kältestress einen 
entsprechenden Phänotyp und die Effekte auf RNA-Ebene zeigen.  
 
4.2.3.2 RpoTmp aus Arabidopsis ist in den Chloroplasten und Mitochondrien 
 lokalisiert sowie in den Plastiden wie auch RpoTp teilweise membrangebunden 
RpoTp ist in den Chloroplasten lokalisiert, was beispielsweise durch Lokalisationsstudien mit 
GFP-Fusionen für Arabidopsis nachgewiesen wurde (Hedtke et al., 1999). Für RpoTmp 
wurde ein Transport in Chloroplasten und Mitochondrien postuliert (Hedtke et al., 2000). 
Wurde das putative Transitpeptid der Arabidopsis-RpoTmp (Hedtke et al., 2000) oder der 
beiden Physcomitrella-RpoTmps (Richter et al., 2002) an GFP fusioniert, erfolgte ein 
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Transport des GFP sowohl in die Plastiden als auch die Mitochondrien. Kabeya und Sato 
(2005) postulierten, dass es sich bei diesem Effekt um ein Artefakt handelte und diese 
Polymerasen tatsächlich ausschließlich mitochondrial lokalisiert sind. Das homologe Protein 
in Spinat wurde wiederum in Chloroplasten nicht aber in Mitochondrien gefunden (Azevedo 
et al., 2006). Verschiedene Studien wiesen aber eine Funktion von RpoTmp in der 
Transkription der Plastiden (Baba et al., 2004; Hricova et al., 2006; Courtois et al., 2007) und 
der Mitochondrien (Kühn et al., 2009) nach. Des Weiteren deuteten Western Blot Analysen 
von Azevedo et al. (2006) in Spinat darauf hin, dass RpoTp und RpoTmp in reifen 
Chloroplasten vollständig an die Thylakoid- und Hüllmembran gebunden sind. Die in dieser 
Arbeit in vivo exprimierten Phagentyp-RNA-Polymerasen konnten anhand des FLAG-Epitops 
mittels Western Blot sowohl im Stroma als auch in der Membranfraktion nachgewiesen 
werden (s. Kap. 3.2.3.7). Dabei war in 21 d Tage alten Pflanzen der Großteil von RpoTp 
löslich, hingegen RpoTmp größtenteils membranassoziiert (s. Kap. 3.2.3.7, Abb. 45A). Um 
das Verhältnis von löslicher und gebundener Polymerase innerhalb eines Chloroplasten besser 
zu beleuchten, wurden ausgehend von einer bestimmten Menge isolierter Chloroplasten 
gleiche Volumina des Stromas und der Membranpräparation untersucht (s. Kap. 3.2.3.7, Abb. 
45B). Da eine ausschließlich auf eine Membranverunreinigung des Stromas zurückgehende 
RpoT-Bande schwächer sein müsste als die entsprechende Bande in der Membranfraktion, die 
Signale jedoch gleich stark waren, wurde deutlich, dass sowohl RpoTp als auch RpoTmp in 
den reifen Chloroplasten 14 d alter Pflanzen zu einem gewissen Anteil in löslicher Form 
vorliegen. Die für Spinat gezeigten Daten hinsichtlich einer vollständigen Membranbindung 
der Polymerasen (Azevedo et al., 2006) konnten also in Arabidopsis nicht bestätigt werden. 
Zudem wurden auch mit den im Kapitel 3.2.1 beschriebenen HFS-RpoTp Tabakmutanten 
Lokalisationstudien durchgeführt (nicht gezeigt). Dabei konnte die exprimierte Polymerase 
ausschließlich im Stroma, nicht aber in der Membranfraktion detektiert werden, wodurch auch 
in Tabak gezeigt wurde, dass RpoTp nicht vollständig membranassoziiert ist. Weiterhin 
konnte nachgewiesen werden, dass 3xFLAG-RpoTmp auch in die Mitochondrien transportiert 
wird. Die Mitochondrienpräparation enthielt zwar geringe Mengen an verunreinigenden 
Stromaproteinen, jedoch deutlich weniger als das untersuchte Aliquot des Stromas. Dennoch 
war das Polymerasesignal in den Mitochondrien kräftiger, konnte also nicht ausschließlich auf 
die Verunreinigung zurückgehen. Im Gegensatz zu den bisher für Spinat erhältlichen Daten 
(Azevedo et al., 2006), wurde somit für Arabidopsis eine duale Lokalisation von RpoTmp 
nachgewiesen. Damit ist auch das Postulat einer exklusiven Lokalisation der Arabidopsis 




Die Membranassoziation von RpoTmp im Zuge der Chloroplastenreifung geht mit 
funktionellen Veränderungen einher (Azevedo et al., 2008). Demnach liegt RpoTmp im nicht-
photosynthetischen Gewebe (Protoplasten/ Amyloplasten) löslich vor. Während der 
lichtinduzierten Reifung der Plastiden und der Etablierung der Thylakoide wird auch die 
Expression eines speziellen NIPs (NEP interacting protein) aktiviert, welches laut Modell 
durch Interaktion RpoTmp an der Thylakoidmembran fixieren und dadurch die 
Transkriptionsaktivität beeinflussen soll. Folglich müsste im Verlauf der Entwicklung der 
Pflanze die Menge an membrangebundener RpoTmp und möglicherweise auch RpoTp 
zunehmen. In 3xFLAG-Tp TL3 wurden in 14 d alten Pflanzen annähernd gleich starke 
Banden in Stroma und Membran detektiert (s. Kap. 3.2.3.8, Abb. 46). Da die 
Membranpräparation geringfügige Verunreinigungen mit Stromaproteinen enthielt, war 
demnach der Anteil löslicher Phagentyp-Polymerase etwas größer. In 28 d alten Pflanzen 
jedoch überwog der Anteil membrangebundener RpoTp deutlich. Auch in 3xFLAG-Tmp TL7 
nahm die Menge an membrangebundener Polymerase im Lauf der Entwicklung zu. Das 
Prinzip der zunehmenden Membranassoziation im Zuge der Chloroplastendifferenzierung 
konnte also bestätigt werden. Ob aber eine Membranassoziation ein Indiz für die 
Inaktivierung von RpoTmp oder auch RpoTp ist, ist fraglich, da der plastidäre 
Transkriptionsapparat sowie die Chloroplasten-DNA ähnlich wie in Bakterien vermutlich 
ohnehin mit der Membran assoziiert sind (Sato, 2001; Sato et al., 2003; Karcher et al., 2009; 
Schweer et al., 2010). Zudem wurde durch Cahoon et al. (2004) in Mais gezeigt, dass die 
Transkriptionsaktivität von NEP im Zuge der Plastidenreifung sogar zunahm, und lediglich 
die Abundanz von NEP sowie die Stabilität der NEP-Transkripte abnahm.     
 
4.2.3.3 Immunopräzipitation von 3xFLAG-RpoTp und 3xFLAG-RpoTmp  
Sowohl mit Anti-FLAG Antikörper plus rec-Protein-A-Sepharose, als auch mit Anti-FLAG® 
M2 Affinity Gel, einer Matrix an der der Antikörper immobilisiert ist, gelang die Präzipitation 
von 3xFLAG-RpoTp aus Stroma und 3xFLAG-RpoTmp aus Chloroplasten- und 
Mitochondrienlysaten. Ein crosslinking Versuch mit Formaldehyd (s. Kap. 3.2.3.9, Abb. 48) 
veranschaulichte, dass im Stroma offenbar tatsächlich Proteine vorliegen, die mit 3xFLAG-
RpoTp interagieren. Dieses Resultat konnte reproduziert werden. Daher wurden zahlreiche 
IP-Versuche durchgeführt um derartige Proteine zu identifizieren, wobei die 
Versuchsbedingungen variiert wurden um eine möglichst effiziente Präzipitation der 
Polymerasen zu gewährleisten (s. Kap. 3.2.3.9). Um co-präzipitierte Proteine, die entweder 
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unspezifisch mit dem Antikörper oder der Matrix interagierten, zu erkennen, wurde als 
Kontrolle stets eine IP mit Wildtyp-Stroma durchgeführt. Nach Auftrennung der IP-Eluate 
mittels SDS-PAGE wurden einige zusätzliche Banden ausgeschnitten und für die 
Identifizierung mittels peptide mass fingerprinting eingesetzt. Als vielversprechendste 
Kandidaten für eine potentielle Interaktion mit RpoTp wurden dabei Ycf1 und Ycf2 gefunden.    
 
4.2.4 Ycf1 und Ycf2 als Kandidaten für eine Interaktion mit NEP 
Aufgrund der geringen Anzahl an Peptidsequenzen, die für einen Abgleich mit verschiedenen 
Datenbanken wie MASCOT Peptide Mass Fingerprint 
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF) genutzt 
werden konnten, war die jeweilige Wahrscheinlichkeiten, dass es sich bei dem gefundenen 
Protein tatsächlich um dieses handelt, relativ gering. Auffällig war jedoch, dass es sich bei 
den meisten Treffern mit den höchsten scores jeweils um membrandurchspannende ATPasen 
handelte. Aufgrund ihrer plastidären Lokalisation und der meisten Übereinstimmungen mit 
den analysierten Peptiden  wurden Ycf1 und Ycf2 aus der Liste an möglichen Kandidaten als 
die sinnvollsten erachtet. 
Die Genprodukte von ycf1 und ycf2 sind für höhere Pflanzen essentiell (Drescher et al., 2000). 
Für beide Proteine ist die zelluläre Funktion jedoch bisher unbekannt. Ycf1 durchspannt mit 
sieben Transmembrandomänen die plastidäre Hüllmembran und besitzt konservierte 
Nukleotidbindestellen, die eine Funktion als ATPase möglich machen (Boudreau et al., 1997). 
Das Gen YCF1 aus S. cerevisiae kodiert für ein ABC (ATP-binding cassette)-Protein und 
fungiert als vakuoläre Glutathion S-Konjugat Pumpe, die für die Cadmium-Ionen Homöostase 
der Zellen benötigt wird (Li et al., 1996; Mielniczki-Pereira et al., 2008). In Arabidopsis und 
auch C. reinhardtii übernehmen aber andere Proteine als Ycf1 derartige Funktionen (Wang 
und Wu, 2006; Tehseen et al., 2010). Somit ist unklar, welcher Art eine ATPase-abhängige 
Funktion von Ycf1 sein könnte. In welchem Zusammenhang könnte also eine Interaktion 
zwischen RpoTp und Ycf1 stehen? Könnte Ycf1 als transkriptionsaktivierender Faktor 
agieren bzw. Teil einer Signaltransduktionskaskade sein? Zwar ist Ycf1 membrangebunden, 
jedoch wurde bereits gezeigt, dass auch RpoTp teilweise membranassoziiert ist und zudem für 
den plastidären Transkriptionsapparat eine Membranassoziation vermutet wird (Sato, 2001; 
Sato et al., 2003; Karcher et al., 2009; Schweer et al., 2010). Möglicherweise spielt hierbei 
die C-terminale, Lysin-reiche Region von Ycf1 eine Rolle. Der Transkriptionsfaktor YY1 aus 
der Ratte besitzt beispielsweise eine Gly-/Lys-reiche Region (Nishiyama et al., 2003). Auch 
für den generellen Sigmafaktor in Helicobacter pylori wurde eine Lys-reiche Region 
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gefunden, die unter Nährstoffmangel als Bindestelle für den second messenger Polyphosphat 
fungiert (Yang et al., 2010). Kreft und Nassal (2003) identifizierten ein Protein, welches über 
eine Lys-reiche Region Virus-Transkripte bindet. Daher ist es durchaus denkbar, dass auch 
Ycf1 eine Rolle innerhalb der Regulation der Transkription spielt. Jedoch ist dies eher nicht 
die prominente Rolle des Proteins, da die Mutation des Gens letal ist (Drescher et al., 2000), 
wohingegen ein Ausschalten von RpoTp oder RpoTmp nicht letal ist (Baba et al., 2004; 
Hricova et al., 2006).  
Ycf2 ist ein Stroma-Protein, welches C-terminal Nukleotidbindestellen aufweist, die typisch 
sind für die ATPase-Module der FtsH und CDC48 Genfamilien von Grünalgen und 
Eubakterien (Wolfe, 1994). Es sind bereits plastidäre FtsH Metalloproteasen in Pflanzen 
bekannt, die in der Chloroplastenbiogenese und Protein-Qualitätskontrolle fungieren (Wagner 
et al., 2012). In Arabidopsis sind beispielsweise FtsH1, 2, 5 und 8 als hetero-hexamerer 
Komplex in der Thylakoidmembran lokalisiert (Moldavski et al., 2012; Wagner et al., 2012) 
und wirken beim Abbau von photogeschädigtem D1-Protein mit (Kato und Sakamoto, 2009). 
Auch CDC48 wurde in Arabidopsis bereits identifiziert und für das Genprodukt gezeigt, dass 
es die Hefemutante cdc48 komplementierte (Feiler et al., 1995). CDC48 ist wichtig für die 
Cytokinese und Zelldifferenzierung in Pflanzen. Allerdings ist CDC48A aus Arabidopsis im 
Nukleus und dem Cytoplasma lokalisiert (Park et al., 2008), also dessen Funktion eher nicht 
mit einer möglichen Funktion von Ycf2 vergleichbar. Auch wenn FtsH-Proteine und CDC48 
in Pflanzen bereits charakterisiert sind, könnte Ycf2 aufgrund der Ähnlichkeiten zu diesen 
Proteinen an Prozessen wie Plastidenteilung, Proteinabbau und –transport beteiligt sein. Auf 
der anderen Seite sind Transkriptionsfaktoren mit ATPase-Aktivität bekannt (Broyles und 
Moss, 1988; Conaway und Conaway, 1989; Lee et al., 2002). Auch wenn bisher keine DNA-
Bindedomäne oder –aktiviät von Ycf2 beschrieben wurde, ist die Möglichkeit, dass Ycf2 in 
der Transkription durch RpoTp involviert ist, ein interessanter Gedanke und würde auch 
erklären, warum gerade Ycf2 in den Co-IPs mit RpoTp detektiert wurde. Allerdings zeigten 
phylogenetische Vergleiche, dass mit Ausnahme der ATP-Bindemodule die kodierende 
Sequenz für Ycf2 (ORF2280 in Tabak) schwach konserviert ist und zudem sehr tolerant 
gegenüber Insertionen und Deletionen (Wolfe und Sharp 1988; Zhou et al., 1988; Downie et 
al., 1994). Darüber hinaus wurden zwar homologe Sequenzen in verschiedenen Spezies 
gefunden (Spinat ORF2131, Zhou et al., 1988; Epifagus ORF2216, Wolfe et al., 1992; 
Marchantia ORF2136, Ohyama et al. 1986), allerdings haben die Plastome monokotyler 
Pflanzen wie Mais und Reis das ycf2 Gen verloren (Hiratsuka et al., 1989; Downie et al., 
1994), was Ycf2 als generellen Faktor in der Transkription eher ausschließt. Ein 
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entsprechender Schluss muss letzlich auch für Ycf1 gezogen werden, da beispielsweise 
Cuscuta Spezies des Subgenus Grammica, die entsprechend ihrer parasitischen Lebensweise 
keine eigene Photosynthese betreiben und daraus folgend zahlreiche, plastidäre Gene wie die 
rpo Gene verloren haben (Krause et al., 2003; Stefanović und Olmstead, 2005), somit also auf 
NEP-abhängige Transkription angewiesen sind, auch ycf1 verloren haben (Braukmann et al., 
2013).    
          
4.2.5 Co-Präzipitation von RNAs  
Die Immunopräzipitation von 3xFLAG-RpoTp und -RpoTmp wurde genutzt, um mittels RIP-
Chip zu untersuchen, welche RNAs zu einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung mit den 
Polymerasen assoziiert sind. Dies sollte verdeutlichen, welche Gene durch die jeweilige RpoT 
transkribiert werden und ob eventuell RNAs gebunden werden, für die bisher eine 
Transkription durch NEP nicht bekannt ist. Vorab wurden co-präzipitierte RNAs mittels Dot 
Blot analysiert (s. Kap. 3.2.5, Abb. 51). Dabei wurde bereits deutlich, dass entsprechend der 
geringen Menge an präzipitierter 3xFLAG-RpoTp auch die Menge mit gefällter RNAs gering 
war. Lediglich für clpP konnte eine leichte Anreicherung beobachtet werden. Dies zeigt 
erneut, dass der NEP-Promotor PclpP-58 von RpoTp genutzt wird, wie schon durch die 
Northern Blots und primer extension Analysen verdeutlicht wurde (s. Kap. 4.2.3).  
Im anschließenden RIP-Chip wurden ycf2-Transkripte co-präzipitiert. Für dieses Gen ist 
bereits bekannt, dass es durch NEP transkribiert wird (Hajdukiewicz et al., 1997; Liere und 
Börner, 2007), obwohl Demarsy et al. (2012) Hinweise erhielten, dass ycf2 in Arabidopsis 
auch durch PEP kontrolliert wird. Des Weiteren hybridisierte die gefällte RNA mit rbcL. 
Dabei erfolgte die Bindung nicht an dasjenige Fragment auf dem microarray, welches den 
Überlappungsbereich von atpB und rbcL repräsentierte, sondern an das rbcL-Fragment, 
welches die Plastompositionen 55974-56459 umspannt. Somit stellte die Detektion von rbcL-
Transkripten kein Artefakt der eigentlichen Co-Präzipitation von atpB-Transkripten dar. 
Ebenso wenig kann es sich um Artefakt der Co-Präzipitation unprozessierter Transkripte des 
stromabwärts gelegenen, durch NEP transkribierten accD handeln, da die bisher kartierten 
accD-NEP-Promotoren deutlich stromabwärts des im RIP-Chip detektierten Fragments 
liegen. Nach bisherigem Kenntnisstand wird rbcL in Arabidopsis durch PEP transkribiert. 
Courtois et al. (2007) veranschaulichten dies durch primer extension Analysen mit RpoTp- 
und RpoTmp-Insertionslinien. Auch die Transkriptom-Profile von Demarsy et al. (2012) nach 
Behandlung mit Tagetin untermauerten dies. Des Weiteren wird auch rbcL in Tabak von PEP 
transkribiert (Orozco et al., 1990; Shiina et al., 1998). Allerdings gibt es auch Hinweise auf 
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eine Transkription von rbcL durch NEP. Allison et al. (1996) detektierten in primer extension 
Analysen mit ΔrpoB Tabakmutanten prozessierte Enden von rbcL-Transkripten, die 
vermutlich auf bis dahin unbekannte, stromaufwärts liegende Promotoren zurückgingen. Dies 
könnte ein Indiz für eine NEP-abhängige Transkription von rbcL sein. Weiterhin fanden 
Zhelyazkova et al. (2012b) Hinweise auf einen NEP-Promotor stromaufwärts des rbcL-Gens 
in Gerste. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch in Arabidopsis unter 
bestimmten Bedingungen oder zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung eine 
Transkription von rbcL durch NEP erfolgt. Weiterhin hybridisierte die co-präzipitierte RNA 
mit Exon 1 und Exon 2 von ndhB auf dem Chip. Das Gen ndhB wird gemeinsam mit rps7 als 
polycistronischer Vorläufer transkribiert (Hashimoto et al., 2003). Auf dem Gegenstrang liegt 
das NEP-transkribierte Gen rps12, dessen 3´-Intronbereich teilweise die rps7-Sequenz 
überspannt, jedoch nicht die Exonbereiche von ndhB. Somit handelte es sich bei dem 
Ergebnis nicht um ein Artefakt, welches aus der Präzipitätion des NEP-Transkripts rps12 
resultierte. Es wurde bisher vermutet, dass die Transkription von ndhB in Arabidopsis durch 
PEP erfolgt, und Daten von Demarsy et al. (2012) unterstützen diese Vermutung. 
Hajdukiewicz et al. (1997) fanden in ΔrpoB Tabakmutanten wie auch im Wildtyp hohe 
Transkriptlevel von ndhB und spekulierten daher, dass das Gen höchstwahrscheinlich von 
PEP und NEP transkribiert wird. Außerdem zeigten Zhelyazkova et al. (2012b), dass in 
Gerste die Transkriptionsstartstelle TndhB-275 in weißen aber nicht in grünen Plastiden 
angereichert war, was wiederum auf einen im grünen Gewebe genutzten NEP-Promotor 
hindeuten könnte. Daher ist es denkbar, dass auch in Arabidopsis NEP an der Transkription 
von ndhB beteiligt ist. Die Hybridisierung mit dem psbE-petL-Abschnitt ist überraschend, da 
das Photosynthesegen psbE durch PEP transkribiert wird (Hajdukiewicz et al., 1997; Baba et 
al., 2004). Zhelyazkova et al. (2012b) fanden für einige TSS wie TpsbA-80 and TpsbN-43 
eine Anreicherung in grünen und weißen Gerste-Plastiden und die Analyse der 
Promotormotive deutete darauf hin, dass es sich möglicherweise um überlappende Motive 
handelt, die von PEP und NEP erkannt werden können. Jedoch wurden keine Transkripte des 
Operons psbE/F/L/J in weißen Plastiden gefunden, sodass psbE in Gerste 
höchstwahrscheinlich keinen NEP-Promotor besitzt (Zhelyazkova et al., 2012b). Es scheint 
also unwahrscheinlich, dass in Arabidopsis ein NEP-Promotor für psbE existiert, womit die 
Ursache der Präzipitation ungeklärt bleibt. Dass es sich um ein Hintergrundrauschen aufgrund 
der hohen Abundanz des Transkripts handelte, ist unwahrscheinlich, da in diesem Fall auch 
eine Co-Präzipitätion der abundanteren psbA- und anderer Transkripte zu erwarten gewesen 
wäre. Schließlich wurde RNA co-präzipitiert, die mit dem trnG-trnR-repräsentierenden 
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Abschnitt auf dem microarray hybridisierte. Die meisten tRNA-Gene werden durch PEP 
transkribiert, jedoch sind auch interne Promotoren bekannt, die theoretisch von NEP erkannt 
werden könnten. Beispielsweise werden trnS und trnR aus Spinat und Senf von einem 
internen Promotor aus transkribiert (Gruissem et al., 1986; Neuhaus und Link, 1990; 
Nickelsen und Link, 1990; Liere und Link, 1994). Auf dem Tabakplastom sind trnG und trnR 
ähnlich wie in Spinat organisiert: beide Gene liegen stromabwärts der Gene psbK und psbI 
und auf dem Gegenstrang liegt trnS-AGC. Das Gen trnG wurde in Tabak gemeinsam den 
stromaufwärts liegenden psbK und psbI von PEP transkribiert, jedoch ohne trnR (Meng et al., 
1991). Außerdem fanden Meng et al. (1991) eine weitere TSS 6 bp stromaufwärts von trnG. 
Folgernd aus der Abundanz von trnG- und psbK-I-Transkripten wurde spekuliert, dass trnG 
hauptsächlich von seinem eigenen Promotor aus transkribiert wird, während die Co-
Transkription möglicherweise aus einer mangelhaften Termination resultiert. Auch in Senf 
wurde sowohl eine mögliche Co-Transkription von trnG mit psbK-I gefunden, als auch eine 
eigene Startstelle für trnG, welcher allerdings ein PEP-Promotormotiv voransteht (Liere und 
Link, 1994). Auch in Arabidopsis sind diese Gene ähnlich organisiert: psbK und psbI liegen 
stromaufwärts von trnG und trnR. Anders als in Spinat und Tabak liegt trnS nicht auf dem 
Gegenstrang, sondern zwischen den psb-Genen und trnG. Aufgrund der Konservierung der 
Organisation wird vermutlich auch in Arabidopsis trnG von einem eigenen Promotor aus 
transkribiert und teilweise gemeinsam mit psbK-I. Diese Daten deuten auf eine PEP-
abhängige Transkription von trnG hin, und somit darauf, dass im RIP-Chip nicht trnG-
Transkripte sondern eher trnR präzipitiert wurde. Das Gen trnR könnte in Arabidopsis wie in 
Spinat und Senf einen internen Promotor besitzen und somit durch eine spezialisierte NEP 
transkribiert werden. Ebenso könnte trnS aus Arabidopsis wie in Spinat und Senf einen 
internen, möglicherweise durch NEP erkannten Promotor haben und mit den stromabwärts 
liegenden trnG und trnR co-transkribiert werden. Bisher wurde stromaufwärts von trnS 
allerdings nur ein potentielles PEP-Promotormotiv gefunden und keine entsprechende 
Transkriptionsstartstelle identifiziert (Dr. Karsten Liere, pers. Mitteilung).     
Die Co-Präzipitation bekannter NEP-Transkripte und weiterer RNAs mit RpoTp 
veranschaulichte die direkte Beteiligung von RpoTp an der Transkription in vivo, wohingegen 
bisherige Nachweise der Transkriptionsaktivität in vitro erfolgten bzw. indirekt durch 
beispielsweise Transkriptlevel. Insgesamt wurden allerdings nur geringe Mengen von RNAs 
angereichert. Andere bekannte NEP-Transkripte wie rpoB oder accD konnten nicht 
nachgewiesen werden. Dies kann sowohl an der allgemein geringen Abundanz der 
Transkripte, als auch an einer für eine effiziente Fällung zu kurzen oder zu lockeren  
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Interaktion zwischen RNA-Polymerase und Transkript gelegen haben. Weiterhin spielt die 
geringe Menge an präzipitierter 3xFLAG-RpoTp selber sicherlich eine nicht unerhebliche 
Rolle bei der beobachteten geringen Effizienz dieser Analysen. Es müssten größere Mengen 
des Stromas eingesetzt werden und/oder die Versuche mit jüngerem Blattmaterial wiederholt 
werden, da NEP eher in frühen Phasen der Chloroplastenreifung von Bedeutung ist. Von 
besonderem Interesse wären RIP-Chips mit 3xFLAG-Tmp, da mit einem solchen Versuch 
gezeigt werden könnte, mit welchen RNAs RpoTmp zu verschiedenen Zeitpunkten der 
Entwicklung tatsächlich assoziiert ist. Entsprechende IPs mit anschließender RNA-Extraktion 
wurden durchgeführt. Allerdings zeigte bereits die Western Blot Analyse, dass die RNA-
Polymerase nicht bzw. nur in sehr geringen Mengen präzipitiert wurde. Daher wurde auf die 
Hybridisierung mit dem array verzichtet. Gegebenenfalls müssten für eine entsprechende 
Analyse aus den ursprünglichen, durch die Transformation erzeugten Samen weitere 
transgene Linien, die eine stärkere Proteinexpression zeigen, identifiziert werden. Eine solche 
Linie wurde durch weiteres Durchmustern gefunden, allerdings war es für diese Linie 
3xFLAG-Tmp TL4 nicht möglich ausreichend Samen für Versuche zu erzeugen, da 90 % der 
vereinzelten Keimlinge wenige Tage nach Aussaat starben. Vermutlich war die rekombinante 
Polymerasesequenz an einer Stelle im Genom integriert, an der sie die Entwicklung störte. 
Daher war es im Verlauf dieser Arbeit nicht mehr möglich entsprechende Versuche 
durchzuführen. 
 
Die gezeigten Versuche machen deutlich, dass der bisherige Kenntnisstand hinsichtlich NEP- 
und PEP-transkribierter Gene nicht ausreicht, um ein genaues Modell der Arbeitsteilung 
dieser Enzyme zu erstellen. Daten von Zhelyazkova et al. (2012b) verdeutlichten, dass 
zahlreiche Promotoren noch nicht kartiert wurden und mehr Gene als bislang vermutet - sogar 
Photosynthesegene - zusätzliche NEP-Promotoren besitzen, die unter speziellen Bedingungen 
genutzt werden können. Folglich ist das Netzwerk der Regulation von NEP- und PEP-
abhängiger Transkription komplex, und die zahlreichen, exogenen Faktoren regulieren nicht 
nur die Transkriptionsaktivität der jeweiligen Polymerase, sondern bestimmen im 
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Tab. A1: Verwendete Oligonukleotide. A. t. = Arabidopsis thaliana, N. t. = Nicotiana tabacum, Genotyp. = 
Genotypisierung, Klon. = Klonierung, rG = rechte Rekombinationsgrenze, lG = linke Rekombinationsgrenze, 
Sequ. = Sequenzierung, het. Expr. = heterologe Expression  
Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Ziel Verwendung 














































transgene A. t. 
K-FLAGSacII GATGACGATGACAAGCCGCG FLAG-tag Genotyp. 
K-HA CCCATATGATGTTCCAGATTACGC HA-tag Genotyp. 
K-AtTp-fw CCTTAAACCCAACCTCTCATTTCC A. t. Genotyp. 
K-AtTp-rev-s GCAGGCAAAAGCTCAATATGAGG A. t. Genotyp. 
K-AtTmp-fw CCACTGTTCTTGGCAAATCAGAC A. t. Genotyp. 
K-AtTmp-rev-s GGTAATGTGCATAAGTTGCTTTGC A. t. Genotyp. 
K-AtTm-fw GGAGGAACATTCTGGGAAGAGC A. t. Genotyp. 
K-AtTm-rev-s CGCATACGGAATCTTCCCTTTC A. t. Genotyp. 
K-AtRpoT-rev-l GCTCGAGACCGGTTCAGTTG A. t. Genotyp. 
tpNt01 CGAGCCCGGGTTCCCGATCTAC aadA  Aus  pPRV111A 
tpNt02 CGAGCTGCAGTTCCCGATCTAC aadA  Aus  pPRV111A 
tpNt03 ATAACGGCCGAAATCGGATTC aadA  Aus pPRV111A 
tpNt01b CTAGCCCGGGAAAGCTCCCC aadA  Aus pRB94 
tpNt02b CACTGCAGGTCGTTTTACAACTAGC aadA  Aus pRB94 
tpNt03b TACTCGGCCGTGAATAAATGCAAG aadA  Aus pRB94 
tpNtPatpB_fw GAAAAACACAAAGAAAAGAATAGG N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNtPatpB_rev GAATCAGAATCTTGAGAAAGTC N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt04 ATAACCCGGGATGCTGAAATTG N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt05-PatpBvfw2 GCATAAATCGATCTGCAGAAAT N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt06-PatpBvrev CTATTCTATGGAATTCGAACC N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt07b CAGAAGCTTGAGAAAGTCTTTC N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt08b TCTTGGGCCCGTCTTTCATTTG N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt09 TCGAATTCGTATGAATAGATAAT N. t. PatpB Klon. PatpB 
tpNt10 ATTACCCGGGATTTTACGAAAC N. t. PaccD Klon. PaccD 
tpNt12 GAAAGCTTCACGCGCTATTAATATG N. t. PaccD Klon. PaccD NEP- 
tpNt13 GTGAAGCTTTCCCCCAGATTC N. t. PaccD Klon. accD rG 
tpNt14 ATTGGGCCCACAAATGCCTG N. t. accD Klon. accD rG 
tpNt15 GGTAGAGCTCTTTATGAATGTC N. t. Klon. accD lG 
tpNt16 ATCTCGGCCGATACTAATATCTA N. t. Klon. accD lG 
tpNt35-accDrbfw TTCAAAGCTTTTTTTCAATACTCACAATCC N. t. PaccD Klon. accD rG 
tpNt18b AAATGGGCCCATTTTTGTTTTGATATTC N. t. rpoB Klon. rpoB rG 
tpNt19b TAGAGGTACCTTTCCGATAAAAATTG N. t. rpoB Klon. rpoB rG 
tpNt22-rpoBlbfw CTTGATAGCCCCTCGAGCTCTCGA N. t. Klon. rpoB lG 
XIV Anhang 
 
tpNt23-rpoBlbrev GGTTTTTTAGCATTTAACGGCCGTTTC N. t. Klon. rpoB lG 
tpNt26-KrpoBfw GTTAACTGCAGAAAAACCGATTC N. t. PrpoB Klon. rpoB rG 
tpNt27-rrn16PΔfw TAAGCCCCGGGTGAGTTTTTCTAG N. t. Prrn16 Klon. Prrn16 
tpNt28b CGTCAAGCTTACGAGCCTC N. t. Prrn16 Klon. Prrn16 PEP- 
tpNt29b TATAAAGCTTGGAGCGAACTCC N. t. Prrn16 Klon. rrn16 rG 
tpNt30-rrn16rbrev GGTCGGTACCCACAGCGCCTAG N. t. rrn16 Klon. rrn16 rG 
tpNt31-rrn16lbfw TCGATGAGCTCTGTTGAAGGG N. t. Klon. rrn16 lG 
tpNt32-rrn16lbrev CACATCGGCCGTAGGGATAATC N. t. Klon. rrn16 lG 
tpNt33-rrn16rev CTTGAATTCGCGCGCATAACTTG N. t. Prrn16 Klon. Prrn16 NEP- 
tpNt34-rrn16rbfw CCTTGGAATTCAAGACAATTC N. t. Prrn16 Klon. rrn16 rG 
tpNt-43 AATATGAGCTCCAGCTACACCTTCG N. t. Klon. clpP1 lG 
tpNt-44 AAAACGGCCGCAACTCCCCC N. t. Klon. clpP1 lG 
tpNt-45 GTTGCTGCAGTTTTCTATGAGCG N. t. PclpP1 Klon. PclpP1 
tpNt-46 GTAGATCAATATTCATATTGGTTTTTATCG N. t. PclpP1 Klon. PclpP1 
tpNt-47 GAATATTGATCTACATACACCTTGGTTG N. t. PpsbA Klon. PpsbA 
tpNt-48 AGGCATGGTAAAATCTTGGTTTATTTAATC N. t. PpsbA Klon. PpsbA 
tpNt-49 TTTACCATGCCTATTGGTGTTCCAAAAG N. t. clpP1 Klon. clpP1 rG 
tpNt-50 TCAAGGTACCGATTCCAGTCCTC N. t. clpP1 Klon. clpP1 rG 
tpNt-51 TGTCATTTCGAGGTTGAAGTGTGACACTTT 
TTTTTATTGTCTTTATAATATTC 
N. t. PclpP1 Klon. PclpP1 NEP- 
tpNt-52 AGTGTCACACTTCAACCTCGAAATGACAT
ATAGTATTTAGTTCTTTCTTTC 
N. t. PclpP1 Klon. PclpP1 NEP- 
tpNt-53 TACTGCAGAATCTAAACTAAAATAATC N. t. Klon. PtrnE 
tpNt-54 TAGAATTAATTCATTAGAACGCCAT N. t. Klon. PtrnE 
tpNt-55 TAATGAATTAATTCTATATATTCTTTC N. t. PrpoB Klon. PrpoB 
tpNt-56 CCGCCATCTCTACCATTATTATG N. t. PrpoB Klon. PrpoB 
tpNt-57 ATGGTAGAGATGGCGGTTGG N. t. trnE Klon. trnE rG 
tpNt-58 GAGGTACCCTTTGCTTTGAC N. t. trnE Klon. trnE rG 
tpNt-59 ACGAGCTCGAATTGCTTTTTTTC N. t. Klon. trnE lG 
tpNt-60 TTCGGCCGTATTTAGAATTTTC N. t. Klon. trnE lG 
tpNt-63 CTATGATCTATAATCGAATGATTC N. t. PtrnE Klon. PtrnE PEP-  
tpNt-64 CGATTATAGATCATAGTATGATGG N. t. PtrnE Klon. PtrnE PEP-  
K-tpNt-accD-fw GAATTGCAATTAAACTCGGCCC N. t.  Genotyp. 
K-tpNt-accD-rev AAGCATAGAAATCCAATCACTAGG N. t. accD Genotyp. 
K-tpNt-accD-rev2 CAA TTG CTA CGG GAA TGC CG N. t. accD Genotyp. 
K-tpNt-rpoB-fw GTAAACCCCCCAAGAGAAATTG N. t. Genotyp. 
K-tpNt-rpoB-rev CCACTATTGGTTCATTCTTCATC N. t. rpoB Genotyp. 
K-tpNt-rpoB-rev2 CTA ATT CTG ATC TTC CTC CCC N. t. rpoB Genotyp. 
K-tpNt-rrn16-fw CAGTTCTATTTCTCGATGGGG N. t. Genotyp. 
K-tpNt-rrn16-rev TTGGTAAGCTATTGCCTCACC N. t. rrn16 Genotyp. 
pZ59 aadA_for ACTCTTTGATCCGGTTCTTG aadA Genotyp. 
78-3´SH3748 AGACATTATTTGCCGACTACCTTG aadA Genotyp., Sequ. 
103-3´aadA CGATGACGCCAACTACCTC aadA Genotyp., Sequ. 
106-5´aadAm GCCTCGCGCGCAG aadA Genotyp., Sequ. 
Sequ-accDlb CAAATCTTGTATATCTAGG N. t.  Sequ. 
Sequ-accDlb2 CGGAAGTGGATACCATG N. t. Sequ. 
SeqPaccD AAT ATA AAG GGG GTT CC N. t. PaccD Sequ. 
SeqPatpB GAT GGG ATT GTC TAT AAT G N. t. PatpB Sequ. 
SeqPrrn16 CTA GTT GGA TTT GCT CC N. t. Prrn16 Sequ. 
M13-seq-fw ACGACGTTGTAAAACGACGG  Sequ. 
M13-seq-rev TTCACACAGGAAACAGCTATGAC  Sequ. 
NtRpoTpSequ1 GTGAGAAGGGAATTTAGAG N. t. RpoTp Sequ. 
NtRpoTpSequ2 GTGTCATCGAATGTGATCC N. t. RpoTp Sequ. 
NtRpoTpSequ3 AATCTTGATTTTCGAGGACG N. t. RpoTp Sequ. 
NtRpoTpSequ3 GATAGTATGGAGGCAGCAG N. t. RpoTp Sequ. 
5´AtPpsbA TACATTGGTTGACATGGCTAT A. t. PpsbA Klon. pMS1b 
3´AtPpsbA ATCCAGTTACAGAAGCGACC A. t. PpsbA Klon. pMS1b 
5´AtPrbcL/atpB GATTTGGGCGATACGTC A. t. PrbcL Klon. pMS2b 
3´AtPrbcL/atpB GAGGAGTTACTCGGAATGC A. t. PrbcL Klon. pMS2b 
5´AtPclpP GAAATCCCATATAGCCCG A. t. PclpP Klon. pMS3b 
3´AtPclpP CCGGTTAGTCCATAAGGG A. t. PclpP Klon. pMS3b 
5´AtPrpoB GATTAAATCCGGGTATTGC A. t. PrpoB Klon. pMS4b 
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3´AtPrpoB GAACTAAATTAGTAGTGGCAAGTAAAG A. t. PrpoB Klon. pMS4b 
5´AtPaccD CCGTAGCCAACCGAGTAG A. t. PaccD Klon. pMS5b 
3´AtPaccD CGATATGAAATTGCGAATGTC A. t. PaccD Klon. pMS5b 
5´AtPrrn16 TCTCCTACCCGTATCGAATAG A. t. Prrn16 Klon. pMS6b 
3´AtPrrn16 CACTTCCCGTCCGACT A. t. Prrn16 Klon. pMS6b 
GST-AtRpoTp_fw GGAGCTTGAGAACCCGGGCGAAAGG A. t. RpoTp  Klon. für het. Expr 
GST-
At/NtRpoTp_rev 
GGCTTACCTTCAAGCCCGGGCTT pCold-DNA Klon. für het. Expr 
GST-NtRpoTp_fw2 AATTTCCCGGGAATCGCAAATGG N. t. RpoTp  Klon. für het. Expr. 
GST-NtRpoTp_rev2 TCAAGCCCGGGCTTTCAGTTAAAG N. t. RpoTp  Klon. für het. Expr. 
GST-AtRpoTmp_fw GTGCCCGGGTGGGACTTTGGC A. t. RpoTmp  Klon. für het. Expr. 
GST-AtRpoTmp_rev GAGGCCCGGGTTAGGGATAGG A. t. RpoTmp  Klon. für het. Expr. 
GST-NtRpoTmp_fw CTTCCCGGGTTTTGGTCAAGATTC N. t. poTmp  Klon. für het. Expr. 
GST-NtRpoTmp_rev TTAACCCGGGATTACCTATCTAG N. t. poTmp  Klon. für het. Expr. 
6xHis-GEX1 TATGCATCATCATCATCATCACTCCCC  6xHis-tag für Expr. 
6xHis-GEX2 GGGGAGTGATGATGATGATGATGCA  6xHis-tag für Expr. 
At-ycf1-fw2-GEX AAATCCCGGGTAAATATATTTACAAG A. t. ycf1  Klon. für het. Expr. 
At-ycf1-fw2-His AATTCTCGAGAAATATATTTACAAG A. t. ycf1 Klon. für het. Expr. 
At-ycf1-rev-GEX ATATCCCGGGACTTATTATATATAG A. t. ycf1 Klon. für het. Expr. 
At-ycf1-rev-His ATCCCTGCAGTTTGTGCATATAG A. t. ycf1 Klon. für het. Expr. 
Ycf1-OE-rev1 CCAGTTTTTAGTTTCTTTTGCGAC A. t. ycf1 Klon. für het. Expr. 
Ycf1-OE-fw1 GTCGCAAAAGAAACTAAAAACTGG A. t. ycf1 Klon. für het. Expr. 
At-ycf2-fw-GEX TTTACCCGGGATCAATGAAAGG A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
At-ycf2-fw-His CAATGGTACCTAGGAGGAATC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
At-ycf2-rev-GEX CTTTCCCGGGTCCTGTTACATTAC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
At-ycf2-rev-His CCGGCTGCAGAATGGGAAACC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
Ycf2-OE-rev1 GGATCGAACCATTTCTTCTGAC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
Ycf2-OE-fw1 GTCAGAAGAAATGGTTCGATCC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
Ycf2-OE-rev2 CGCATTCATCATAGTTAGAAGC A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
Ycf2-OE-fw2 GCTTCTAACTATGATGAATGCG A. t. ycf2 Klon. für het. Expr. 
    
 
 
Tab. A2: Verwendete Computerprogramme 
Programm Verwendung, Anbieter bzw. Verfügbarkeit im www 
  
BLAST Sequenz- und Homologieabgleich, http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST,  
(Altschul et al., 1990 und 1997) 
Chromas Lite 2.1 Auswertung von Sequenzierdaten, http://technelysium.com.au/?page_id=13 




Quantifizierung und Auswertung von microarray-Signalen, 
http://www.indiji.com/gprana.htm 
Auswertung von dRNA-Seq-Daten, http://www.affymetrix.com/partners_programs/ 




Identifizierung von Proteinen durch Peptide Mass Fingerprint, 
www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2& SEARCH=PMF  
Multiple Sequenzvergleiche, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/, (Corpet, 1988) 
NCBI Datenbankrecherchen, www.ncbi.nlm.nih.gov/  
Office Professional Erstellung und Bearbeitung von Text, Tabellen, Kalkulationen, Abbildungen (Word, 
Excel, Power Point), Microsoft® 
Oligo Calc Design von Oligonukleotiden und Berechnung der Schmelztemperatur, 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 
Photoshop CS3 Erstellung und Bearbeitung von Graphiken und Abbildungen, Adobe® 
Primer 3 0.4.0 Design von Oligonukleotiden, 
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 
ProtParam Berechnung von Protein-Molekulargewichten, http://web.expasy.org/protparam/ 
(Gasteiger et al., 2005) 
Quantitiy One 4.6.2 Detektion und Analyse von Radioaktiv- und Chemilumineszenzsignalen, Bio-Rad 
ScanProsite 
 






Auswertung von qRT-PCR-Daten, Applied Biosystems 
TAIR 
 




Tab. A3: Anbieterliste 
Firma Sitz 
  
Applied Biosystems  Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland 
Ambion Ambion Ambion Inc., Austin, USA 
Amersham Biosciences  Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
Beckman Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA 
Biometra  Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 
Bio-Rad  Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA 
Biozym  Biozym Diagnostik GmbH, Hameln, Deutschland 
Calbiochem  Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Clontech  Clontech Laboratories, Heidelberg, Deutschland 
Colgate-Palmolive Colgate-Palmolive GmbH, Gelsenkirchen, Deutschland 
Duchefa Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, Niederlande 
DuPont  DuPont de Nemours GmbH, Bad Homburg, Deutschland 
Epicentre  Epicentre Biotechnologies, Madison, USA 
Eurofins MWG Operon Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland 
Fermentas  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
GE Healthcare GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland 
Hartmann Analytic Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Deutschland 
Heraeus  Heraeus, Hanau, Deutschland 
Invitrogen  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Merck Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Macherey-Nagel  Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
Millipore  Millipore Corp., Bedford, USA 
Molecular Devices Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 
NEB New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 
neoLab neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,  Deutschland 
Novagen Merck Chemicals Ltd., Nottingham, Großbritannien 
PeqLab  PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
Perkin Elmer Perkin Elmer LAS (Deutschland), Rodgau, Deutschland 
Pierce  Pierce, Rockford, USA 
Promega  Promega Corp., Madison, USA 
QIAGEN  QIAGEN, Hilden, Deutschland 
Retsch  Retsch GmbH, Haan, Deutschland 
Roche  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Roth   C. Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland 
Sartorius  Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Serva  Serva Feinbiochemika, Heidelberg, Deutschland 
Sigma  Sigma Chemical Company, St. Luis, USA 
Stratagene  Stratagene, La Jolla, CA, USA 
TaKaRa  TaKaRa Bio Europe S.A.S., Saint-germain-en-laye, Frankreich 
USF  USF, Seral Reinstwassersysteme GmbH, Deutschland 
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